



GFP 15 1930 
























HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 
fortgefihrt von A. KOSSEL al? 


und unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN-Halle, M. BERGMANN-Dresden, P. BRIGL-Hohenheim, 
G. EMBDEN-F rankfurta. M., H.v. EULER-Stockholm, H. FISCHER-Minchen, 
K. FREUDENBERG-Heidelberg, W. GULEWITSCH-Moskau, 0. HAMMAR- 
STEN-Upsala, S.G. HEDIN-Upsala, V. HENRIQUES-Kopenhagen, M. HENZE- 
Innsbruck, G. HOPPE-SEYLER-Kiel, J. KAPFHAMMER- Freiburg i. Br., 
0. KESTNER-Hamburg, L. KREHL-Heidelberg, R. KUHN-Heidelberg, CARL 
TH. MORNER-Upsala, F. v. MULLER-Miinchen, J. P. PAWLOW-Leningrad, 
P. PFEIFFER-Bonn a. Rh., F. PREGL-Graz, W. E. RINGER - Utrecht, 
0. SCHUMM- Hamburg, 8S. P. L. SORENSEN-Kopenhagen, H. STEUDEL- 
Berlin, S. THANNHAUSER-:Diisseldorf, H. THIERFELDER-Tibingen, 
E. WALDSCHMIDT-LEITZ-Prag, H. WIELAND-Miinchen, R. WILL- 
STATTER-Miinchen, A. WINDAUS-Géttingen, E. WINTER- 
STEIN-Ziirich, R. v. ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


F.KNOOP und K. THOMAS 


Thbingen Leipzig 





Einhundertneunzigster Band 


Drittes, viertes, fiinftes und sechstes Heft 


(SchluB des Bandes) 


Mit 31 Figuren im Text und auf 2 Tafeln 


(Ausgegeben am 30, August 1930) 


BERLIN und LEIPZIG 1930 


WALTER DE GRUYTER & CO. 


vormals G. J. Gdschen’sche Verlagshandlung - J. Guttentag, Verlagsbuch- 
handlung - Georg Reimer - Karl J. Triibner - Veit 4 Comp. 








KINHUNDERTNEUNZIGSTER BAND 
DRITTES, VIERTES, FUNFTES UND SECHSTES HEFT 


Inhalt ee 


Euler, Hans v., und Karl Myrbiick. Co-Zymase XVII. ..... 93 
Abderhalden, Emil, und Adolf Schmitz. Studien tiber die Struktur 
OP ea es Se ale Se ke eS oe a SOI 
Flaschentriiger, Bonifaz, und Friedrich Halle. Uber die hoch- 
molekularen Siuren des Japanwachses. Heneikosan-dicarbons&ure- 
(1,21), C,.H,,0,. Mit 4 Figuren im Text . ........ 
Tausz, J., und P. Donath. Uber die Oxydation des Wasserstoffs und 
der Kohlenwasserstoffe mittels Bakterien. Mit 4 Figuren im Text 141 
Groh, J., und M. Handék. Spektralphotometrische Untersuchungen 
iiber die Aldehydbindung der EiweiBkérper und deren Hydro- 
lysenprodukte; ferner iiber die Enolisation der Peptidbindungen. 
pe |. OS ee ee ee ee ee 
Berg, F. R., und W. Schwarzacher. Die Lage des Violettstreifens bei 
Oxy- und Kohlenoxydhimoglobin. Mit 4 Figuren auf Tafel III 184 
Euler, Haus v., und Harry Hellstriém. Uber das Cytochrom und die 
katalatische Wirkung der Hefe. Mit 2 Figuren auf Tafel IV . 189 
Hamsik, A. Uber Additionsvermégen des Hiimatins. . . . . . . 199 
Annau, Ernt. Uber die Struktur einfacher Nucleinsiuren. Mit 
1 Figur im Text ... 222 
228 


120 


169 


Sym, Ernst, Raguar Nilsson und Hans y. Euler. Co-Zymasegehalt 
verschiedener tierischer Gewebe. Mit 3 Figuren im Text .. . 
Euler, Hans v., Hillevi Davidson und Dagmar Runehjelm. Experi- 
mentelle chemische Beitriige zur Erblichkeitsforschung. IV. Mit 
4 Figuren im Text . ee a ae ae ee ee ee ee ee 
Jensen, H., und A. De Lawder. Beitriige zur Chemie des Insulins. 
XII. Mitteilung tiber krystallisiertes Insulin . . ..... =. 262 


247 


An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle zur Hinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalien sind. Nach- 
trdgliche Korrekturen verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte ermdglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kinnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Ohemie erscheint in 
B&nden zu 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Grinden unmdglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in der 
Regel am SchluB des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangsdatums mitgeteilt.— 
Bereits in anderen Zeitschriften verdffentlichte Arbeiten sowie Referate iiber bereits publi- 
tierte Arbeiten werden nicht aufgenommen. 

Das Honorar betragt fiir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit im Umfang 
bis zu 1'/, Druckbogen werden dem Verfasser 100 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert, von 
umfangreicheren Arbeiten nur 60. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdricke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maBgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkirzungen und Zitate gelten die von der Vereinigung der medizinischen 
Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.‘‘ und ,,8.‘‘ fort. (Zitiert 
wird am besten die angezogene Seite). Namen, die im Text stehen, kénnen im Zitat 
fehlen, ebenso alle Vornamen, wenn eine Verwechselung nicht in Frage kommt. 





Anschrift fir Manuskriptsendungen: 
Professor Dr. F. Knoop, Tiibingen, Physiologisch-chem. 
Institut, Gmelinsir. 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 
Leipzig C1, Physiologisch-chem. Institut, Liebigstr. 16 pt. 














Co-Zymase. XVII. 


Von 


Hans von Euler und Karl Myrbiick. 





(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1930.) 


1. Reinigungsversuche. 


Wie die Fortsetzung der Versuche zur Isolierung der Co- 
Zymase, woriiber friiher in dieser Zeitschrift berichtet wurde?), 
zeigte, erscheint es gegenwirtig nicht méglich, mit den bis jetzt 
angewandten Methoden zu wesentlich aktiveren Priparaten zu 
gelangen. Nach den von uns ausgearbeiteten Methoden ist es, 
wenn ein gutes Ausgangsmaterial vorliegt, nicht besonders 
schwierig, Praiparate von Reinheitsgraden um ACo = 70000 her- 
zustellen.”) Die Versuche durch weitere Fraktionierungen aktivere 
Priparate zu bekommen sind aber gescheitert. Dies braucht 
natiirlich nicht zu beweisen, daB wir uns am reinen Stoff oder 
in der Nihe des absoluten Reinheitsgrades befinden, denn es 
kénnte auch sein, daB bei diesen Reinheitsgraden die Stabilitit 
der Co-Zymase so herabgesetzt wird, daB allzu grobe Verluste an 
Aktivitit eintreten. Teilt man die Lésungen unserer reinsten 
Praiparate durch irgendein Fillungsmittel in Fraktionen auf, so ist 
im allgemeinen die Summe der Aktivitiiten der Fraktionen be- 
deutend geringer als die Aktivitit der Ausgangslisung. AuBer 
auf Co-Enzymzerstérung kann man dies darauf zuriickfiihren, dab 
der aktive Stoff auf zu entfernenden Niederschliigen (wie Metall- 
sulfiden) sorbiert wird. (Die dritte Méglichkeit, dab die Co-Zymase 
ein Gemisch von verschiedenen notwendigen Aktivatoren sei, die 
getrennt werden und so einen Aktivitiitsverlust vortiiuschen kénnten, 
scheint nicht vorzuliegen, vgl. unten.) 

) Euler u. Myrbiick, Co-Zymase XVI. Diese Z. 184, 163 (1929). 

?) Uber die Einheit ACo vgl. z. B. Euler u. 8S. Karlson, Diese Z. 
123, 93 (1922); Euler u. Myrbick, Ebenda 136, 107 (1924). 
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Die analytische Zusammensetzung unserer besten Priiparate 
variiert nur wenig. Unsere neuen Versuche haben noch mehr 
die schon friher ausgesprochene Auffassung gestiitzt, daB die 
Priparate zum Hauptteil aus einer Art Adenin-Kohlehydrat- 
Phosphorsiure bestehen. Dabei ist jedoch zu bemerken, dab die 
gefundenen Mengen Adenin, Phosphorsiure und Zucker (aus der 
Reduktion als Pentose berechnet) zusammen nur etwa 80°/, der 
Substanz ausmachen, und daB also wenigstens noch eine (phosphor- 
freie und relativ stickstoffarme) Komponente vorhanden ist. Ob 
nun diese Komponente dem Nucleotid gehért oder eine freie Bei- 
mischung ist, laBt sich gegenwirtig nicht sagen. Eine offene 
Frage ist auBerdem natiirlich noch, ob der nucleotidartige Stofi 
Triger der Aktivitit und die Co-Zymase etwa eine kleine Bei- 
mengung ist. 

Der Phosphorgehalt unserer reinsten Priparate nihert sich 
7°)... Er scheint durch weitere Fraktionierung nach unseren 
Methoden nicht zu steigen. Unter Annahme eines P-Atoms im 
Molekiil findet man dann ein Molekulargewicht von etwa 450, 
was ja leidlich mit dem von uns durch Diffusionsversuche er- 
mittelten Molekulargewicht des aktiven Stoffes (480) iibereinstimmt. 
(Kin gewohnliches Adeninnucleotid sollte dagegen M = etwa 350 
haben.) 

Wie wir schon friiher behauptet haben, scheint Adenin die 
einzige Base in den Priparaten zu sein. Wir haben niamlich 
nach Hydrolyse beinahe soviel Adenin isolieren kénnen, als aus 
dem Stickstoffgehalt berechnet werden konnte. Das Adenin wurde 
als Pikrat gewonnen, das ja auferordentlich leicht und schdén 
krystallisiert. Das Pikrat zeigte bei der Schmelzpunktsbestimmung 
das richtige Verhalten, und stimmte dabei sowie sonst mit einem 
aus Adenin-Thio-Methylpentose dargestelltem Adeninpikrat voll- 
stiindig iiberein. 

Das molekulare Verhiltnis Adenin: P: reduzierende Gruppe 
ist nahe =1:1:1; Beispiel: Ein Dialysat von eingeengtem 
Hefekochsaft (relativ wenig aktiv) wurde vollstindig mit PbAc, 
ausgefillt. Das Filtrat versetzte man mit Quecksilbernitrat zur 
volistiindigen Fiillung. Der Niederschlag wurde mit H,S zersetzt. 
Das von H,S befreite und mit 2°/, H,SO, versetzte Filtrat wurde 
mit 20°/, Phosphorwolframsiiure so lange versetzt, als noch eit 
flockiger Niederschlag entstand. Er wurde abzentrifugiert, mit 
verdiinnter Schwefelsiure gewaschen und in 1°/, H,SO, aui- 
geschliimmt. Die Phosphorwolframsiure wurde durch Ausschiitteln 














Co-Zymase XVII. 95 


mit Amylalkohol—Ather entfernt. Aus der mit Baryt schwefel- 
siurefrei gemachten Lésung wurde mit Pikrinsaure unter Kiihlung 
das Pikrat der Adenylthiomethylpentose méglichst vollstindig aus- 
cefillt. Das Filtrat wurde mit Salpetersiure zu 0,1 n-Lisung 
versetzt, die Pikrinséure mit Ather entfernt, und die Liésung mit 
einem UberschuB von Silbernitrat gefillt. Der Niederschlag 
wurde beseitigt und das Filtrat mit NH, zu maximaler Fallung 
versetzt. Der mit Wasser gewaschene Niederschlag wurde mit 
H,S zersetzt und eine Lésung vom Reinheitsgrad ACo = etwa 
30000 erhalten. Die Fillung mit Phosphorwolframsiure und mit 
Silber in saurer und in ammoniakalischer Lésung wurden wiederholt ; 
ACo der gewonnenen Lésung = 64000. Eine nochmalige Fiillung 
mit Phosphorwolframsiure fiihrte zu keinem vergréferten Rein- 
heitsgrade. Durch Zugabe von BaAc, und Neutralisation mit 
Baryt wurde die Substanz in das Bariumsalz iibergefiihrt. Eine 
Triibung (BaCO,) lieB sich nicht entfernen, sondern das ganze 
wurde mit UberschuB von Alkohol gefillt, mit Alkohol und Ather 
sewaschen, in Wasser gelést und mit Schwefelsiure wieder von 
Ba befreit. ACo der Lésung nunmehr = 70000. 8,98 mg Substanz 
gaben nach der Verbrennung 52,7 mg Strychninphosphormolybdat 
= 0,59 mg P. Phosphorgehalt also 6,56°/,. Zur Adeninbestimmung 
wurden 0,135 g trockene Substanz mit 0,8 n-H,SO, 90 Minuten 
im siedenden Wasserbade hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde 
annihernd neutralisiert und das Adenin mit Quecksilbernitrat 
gefallt. Nach Stehen iiber Nacht wurde filtriert und gewaschen. 
Die in Wasser + einigen Tropfen HCl suspendierte Fallung wurde 
mit H,S zersetzt. Filtrat + Waschwasser gaben bei freiwilligem 
Verdunsten eine Kruste von Adeninchlorid. Sie wurde in etwas 
Wasser gelést und mit Pikrinséure zu maximaler Fillung versetzt. 
Lie Mischung wurde erwiirmt und mit soviel Wasserversetzt( Volumen 
00 ccm), daB sich beim Siedepunkt alles loste. Beim Abkiihlen 
krystallisierte das Adeninpikrat schén aus. Nach Stehen iiber 
Nacht im Eisschrank wurde das Pikrat im Porzellanfiltertiegel 
abtiltriert und gewogen. Das Pikrat wog 0,0886 g, 33 mg Adenin 
entsprechend. Aus den in der Literatur befindlichen Angaben 
iiber die Léslichkeit des Adeninpikrates kann man _ berechnen, 
daB in 50 ccm etwa 15 mg Pikrat oder 5,6 mg Adenin gelist 
sind. in der Substanz also 24,4 oder korrigiert 28°/, Adenin. 
Zur Zuckerbestimmung wurden 40,8 mg Trockensubstanz in 50 ccm 
4 n-Schwefelsiiure gelést und im kochenden Wasserbade hydro- 
lysiert. Zu verschiedenen Zeiten wurden nach Abkiihlen Proben 


"*s 
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von 10 ccm entnommen und mit 2 ccm gesittigter Lésung von 
Quecksilbersulfat in 5°/, Schwefelsiure versetzt. Nach Stehen 
iiber Nacht wurde filtriert, das Filtrat mit H,S entquecksilbert 
und H,S ausgesogen. In 5 ccm Filtrat = 3,40 mg der urspriing- 
lichen Substanz wurde die Reduktion nach Shaffer-Hartmann 
bestimmt. 


Hydrolysezeit mg Cu mg Pentose 
20 Min. 1,84 0,71 
40 2.25 0.85 
60 2,50 0,94 
120 2,74 1,03 


Aus dem letzten Wert finden wir, daB die Substanz 30,39) 
Pentose enthilt. Die molekularen Verhiltnisse werden also: 


"ls °/,/Mol.-Gew. 
Poe ie kh oe a ee 0,212 
Adenin .... . . 24,4 

’ 9 
ets es + > + o ane 
Pentose . ... . . 30,3 0,202 


Die Substanz hat also die Zusammensetzung einer Adenyl- 
siiure, nur ist wie schon oben gesagt in den Praparaten noch eine 
Komponente vorhanden. Nimmt man an, daB sie dem Molekiil ge- 
hort, erhalt man aus dem Phosphorgehalt das Molekulargewicht 473. 
Ahnliche Phosphorgehalte wiesen nun, wie gesagt, alle unsere 
nach derselben oder ihnlichen Methode gewonnenen reinsten 
Priparate auf. Ein nach der Aktivititsbestimmung (vgl. unten 
ungewohnlich aktives Priiparat mit ACo = 85000 hatte sogar 
einen etwas niedrigeren Gehalt = 6,16°/). Um einen Begriff vou 
der Aktivitit dieses Priparates zu geben, sei mitgeteilt, daB im 
Giirungsversuch mit 0,2 g ausgewaschener Hefe und 0,1 g Glu- 
cose 0,00002 g des Priiparates wiihrend mehrerer Stunden eine 
Giirgeschwindigkeit von 2,7 com CO, pro Stunde geben. 

Durch Fallung mit Blei, Quecksilber, Phosphorwolframsiure, 
Pikrinsiiure und Silber wurde ein ,,Priparat 3“ gewonnen mit 
ACo = etwa 50000. Die Lésung wurde im Vakuum eingeengt 
(ohne Aktivititsverlust). Die konzentrierte Lésung gab mit PbAc, 
eine Willlung. Sie wurde damit versetzt, solange noch ein Nieder- 
schlag entstand. Er wurde abzentrifugiert und das Zentrifugat 
mit Bleiacetat und NH, gefallt. Beide Niederschlige wurden 
mit H,S zersetzt und so die zwei Lisungen 3a und 4 gewonnei 
(Lésung 4 also aus der alkalischen Bleifillung). Die zwei Lésunge. 
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hatten zusammen dasselbe Trockengewicht wie das Priiparat 3. 
Es zeigte sich, daB die Lésung 3a, die etwa 60°/, der Substanz- 
menge enthielt, ganz inaktiv war. Lisung 4 dagegen war aktiv. 
Aus dem Trockengewicht und der Aktivitiit berechnet man ACo = 
64000. Der Reinheitsgrad war also ein wenig gestiegen, aber 
von der totalen Aktivitat der urspriinglichen Liésung 3 war mehr 
als die Hilfte verloren gegangen. Die Substanz 3a enthielt 
6,91°/, P, die Substanz 4 6,97°/,. In diesem Fall wurde also 
die Lésung 3 mit 6,80°/, P in zwei Fraktionen zerlegt, die beinahe 
denselben Phosphorgehalt (und sonstige Zusammensetzung) hatten, 
wovon aber nur die eine Lésung aktiv war. Da gleichzeitig ein 
sehr groBer Verlust an Aktivitiit eintrat, ist es ja méglich, dab 


die abgetrennte inaktive Fraktion inaktivierte Co-Zymase enthielt. 


2. Inaktivierungsversuche. 


Auf indirektem Wege haben wir schon friiher zu bestimmen 
versucht, ob das in den Priiparaten gefundene Nuclectid Triger 
der Aktivitit ist, indem wir Versuche iiber die enzymatische In- 
aktivierung anstellten.') Es zeigte sich u.a., daB ein aus Leber 
hergestelltes, nucleotidasehaltiges Trockenpriiparat hochgereinigte 
Co-Zymase stark inaktivierte, und daB parallel damit Phosphor 
abgespalten wurde. Andererseits zeigte sich, daB zweistiindiges 
Kochen, was die Aktivitiit der Co-Zymase beinahe vollstiindig 
vernichtet, zwar von einer P-Abspaltung begleitet ist, die aber 
quantitativ die Inaktivierung nicht erklaren kann. Neue Versuche 
haben dies Resultat bestitigt, auch wurde durch zweistiindiges 
Kochen kein Adenin abgespalten, was ja auch nicht zu erwarten 
war, da die Nucleoside in neutraler Lésung recht bestiindig sind. 
Wir haben auch neue Versuche iiber die Inaktivierung durch 
Leber angestellt. Es kam ein Glycerinextrakt (etwa 75°/,) aus 
trischer Leber zur Anwendung. Wurde etwas davon zu einer 
neutralen Lésung eines Co-Zymasepriiparates von ACo = 66000 
gesetzt, so verminderte sich die Aktivitiit rasch. Kine Phosphor- 
abspaltung trat auch ein, aber wenn alle Aktivitiit verschwunden 
war, waren nur 30°/, des Phosphors des Priiparates in an- 
organischer Form vorhanden. Unter der Annahme, dab der 
nucleotidartige Stoff Trager dcr Aktivitit ist, miissen wir also 
annehmen, daB der Leberextrakt auch in anderer Weise als durch 
P-Abspaltung angegriffen hat. Es liegt hier nahe daran zu denken, 


) Euler, Myrbick u. Brunius, Diese Z. 183, 60 (1929), 
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daB die NH,-Gruppe des Adeninrestes zweifelsohne leicht durch 
tierisches Gewebe bzw. dessen Extrakt unter NH,-Abspaltung an- 
gegrifien wird. Wir erinnern hier nur an die duBerst bedeutungs- 
vollen Arbeiten der Embdenschen Schule itber die Desaminierung 
der Muskeladenylsiure. 


3. Einheitlichkeit der Co-Zymase. 


Wie wir schon mehrmals hervorgehoben haben, konnten wir 
nie Anzeichen dafiir finden, daB sich Co-Zymasepriparate in 
Fraktionen aufteilen lassen, die gemischt eine gréBere Aktivitiit 
zeigen als die Summe der Aktivitiiten der einzelnen Fraktionen. 
In anderen Worten: Man hat keinen AnlaB zu glauben, daB die 
aktivierende Wirkung von Hefekochsaft auf ausgewaschene Trocken- 
hefe oder auf ultrafiltrierten PreBsaft auf dem Zusammenwirken 
mehrerer Faktoren beruht. Wir haben noch einige Versuche 
anzufiihren: Wenn das Priparat 3 (vgl. oben) in die Fraktionen 3a 
und 4 aufgeteilt wurde, wovon nur 4 aktiv war, obgleich 3a etwa 
dieselbe Zusammensetzung zeigte, haben wir, besonders weil ein 
so groBer Aktivitiitsverlust eingetreten war, untersucht, ob vielleicht 
ein Zusatz der unwirksamen Fraktion 3a zu einer bestimmten 
Menge 4 eine gréBere Aktivitiit bedingen sollte als 4 allein. 
Dies war aber nicht der Fall. ‘ 

In diesem Zusammenhang ist folgende Uberlegung nicht 
ohne Interesse: Bei Zusatz von steigenden Mengen Hefekochsatt 
zu Co-zymasefreier Hefe beobachtet man Girungsgeschwindig- 
keiten, die anfangs der Kochsaftmenge proportional sind, die aber 
dann relativ kleiner werden, so daB man bei groBen Zusitzen 
eine Maximalgeschwindigkeit erreicht. Dies sollte also dem Fall 
entsprechen, wo die Zymase mit Co-Zymase sozusagen gesittigt ist. 
Wir haben nun diese Maximalgeschwindigkeit bestimmt fiir zwei 
Lésungen, und zwar einen Kochsaft aus der hiesigen Unterhefe 
Hb (ACo = etwa 300) und das obengenannte, aus Ludwigshafener 
Hefe dargestellte Priparat 4 (ACo = 64000). Wir fiihren nach- 
stehende Tabelle an. 

Besonders wenn man die Giirungskurven zeichnet, findet 
man, daB die maximalen Giirungsgeschwindigkeiten in beiden 
Fiillen sehr nahe dieselben sind. Dies muB bedeuten, daB in 
beiden Fiillen dieselbe Co-Zymase wirksam ist, und daB kein 
zweiter aktiver Stoff bei der weitgehenden Reinigung des Pri- 
parates 4 abgetrennt wurde. 
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—— vee San pitta ore rons 





Zusatz eem CO, 
o.2cem Kochsaft...| 0,4 15 || (22 838 | 5,6 
0,8 5 » see 28 6,0 7,6 8,4 | 9,5 
Le « . — 2,2 7,2 8,4 94 | 10,6 
0,02 cem Lésung 4 . 0,2 1,0 1,6 2.4 | 4.0 
0.05 es Pr) $s. # 3,3 2.9 5,0 7,0 9,0 
— " a 26 6.5 g 0 9.3 11.5 
Girungszeit (Minuten) | 5 15 25 35 55 


4. Die quantitative Bestimmung der Co-Zymase. 


Uber die Méglichkeit die Co-Zymase unter Anwendung von 
ausgewaschener (Co-zymasefreier) Hefe, Apo-Zymase, zu bestimmen 
sind schon mehrere Untersuchungen veréffentlicht worden.') Die 
Angabe der Aktivitit eines Co-Zymase-Priparates, sowie des 
teinheitsgrades, wird dadurch erméglicht, daB bei Anwendung 
von UberschuB von Apo-Zymase die in der Mischung Apo-Zymase- 
Co-Zymase—Glucose—Phosphat—Hexose-di-Phosphat beobachtete 
Girungsgeschwindigkeit der Co-Zymasemenge proportional ist. Nun 
ist es ja nicht ohne weiteres klar, daB mit einer bestimmten 
(o-Zymasemenge dieselbe Girungsgeschwindigkeit bei allen Hefen 
‘d. h. Apo-Zymasepriiparaten) beobachtet wird. Die Voraussetzung, 
daB die Apo-Zymase in groBem UberschuB vorhanden sein soll, 
ist ja leicht zu erfillen, aber andererseits ist ja die sog. Apo- 
Zymase gar kein einfaches Enzym, sondern ein so komplexes 
System von Enzymen und wahrscheinlich noch anderen Aktivatoren 
als die Co-Zymase, daB wir gar nicht behaupten kénnen, daB 
Apo-Zymasepraparate aus verschiedenen Hefen in diesem Falle 
gleichwertig sein sollten. Die Kinheit ACo des Reinheitsgrades 
ist also nicht als allgemeingiiltig zu betrachten. Fiir die von 
uns angewandte Heferasse scheint sie jedenfalls zu gelten, indem 
wir fiir ein bestimmtes Co-Zymasepriparat denselben ACo-Wert 
erhalten unter Anwendung von verschiedenen Zubereitungen von 
Apo-Zymase. 

Unsere trockene Apo-Zymase ist sehr haltbar. Es hat sich 
aber gezeigt, daB nach langem Aufbewahren (Monate) die Apo- 
Zymase so verindert werden kann, daB sie bei der Priifung eines 
Co-Zymasepriparates einen niedrigeren ACo-Wert gibt, als eine 
trische Apo-Zymase, obgleich in beiden Fillen in dem Gebiet 


') Vgl. z. B. Myrbiick, Diese Z. 177, 158 (1928). 
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von Proportionalitit Garungsgeschwindigkeit : Co-Zymasemenge 
gearbeitet wird. Irgendein bei der Girung beteiligter Faktor 
in der sog. Apo-Zymase wird durch die Lagerung geschwicht. 
Auch dies zeigt, daB die fiir Co-Zymasepriparate angegebenen 
ACo-Werte keine so groBe absolute Genauigkeit besitzen. Immer- 
hin sind bei unseren Versuchen, wo mit frischer Apo-Zymase 
aus derselben Heferasse gearbeitet wird, die Werte unter sich 
vergleichbar. 

Mit einigen Zubereitungen von Apo-Zymase beobachtet man 
ab und zu folgende Erscheinung. In einer Versuchsreihe mit 
verschiedenen Co-Zymasemengen aber sonst gleichen Bedingungen 
sibt z. B. eine Co-Zymasemenge a die Gargeschwindigkeit b. Die 
Co-Enzymmenge a/2 gibt aber eine Geschwindigkeit die kleiner 
ist als b/2, bei der Menge a/4 ist die Geschwindigkeit noch kleiner 
als b/4 usw. Ks scheint, als wird ein Teil der zugesetzten Co- 
Zymase unwirksam gemacht. Diese Inaktivierung wird natiirlich 
bei den gréBeren Co-Zymasemengen prozentuell weniger bemerkbar. 

Alle diese Umstiinde machen nun, dai man bei der Be- 
stimmung der Aktivitat und Reinheit der Co-Zymase sehr vor- 
sichtig sein mub. Ks reicht nicht, dab man fiir eine Co-Zymasemenge 
die Girungsgeschwindigkeit mit noch so vielen Parallelproben be- 
stimmt, man muB vielmehr eine ganze Reihe mit verschiedenen 
Co-Zymasemengen anstellen und die Grenzen der Proportionalitit 
jedesmal feststellen. 











Studien iiber die Struktur der Gelatine. 
Von 
Emil Abderhalden und Adolf Schmitz. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Gemeinschaft zur Erhaltung und 
Férderung der Forschung.) 


(Aus dem Physivlogischen Institut der Universitit Halle a. 8.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Juni 1930.) 


Der eine von uns (A.) hat kiirzlich gemeinsam mit Brock- 
mann!) iiber Versuche berichtet, im Seidenfibroin verankertes 
Benzoyl bzw. p-Brombenzoyl bzw. p-Chlorbenzoyl nach der Art 
seiner Bindung an bestimmte Gruppen des Proteinmolekiils zu 
charakterisieren und gleichzeitig zu priifen, ob im genannten 
Protein vorhandene Hydroxylgruppen frei vorhanden sind oder 
aber als Bindungsstellen zwischen Eiweifbausteinen Verwendung 
tinden. Es zeigte sich, dab die genannten Gruppen in ver- 
schieden fester Bindung im Seidenfibroin enthalten sind. Ein 
schwer abspaltbarer Anteil ist offenbar mit NH,-Gruppen ver- 
bunden, wihrend der leicht abspaltbare Anteil an Benzoyl bzw. 
p-Brom- bzw. p-Chlorbenzoyl Hydroxylgruppen besetzt hilt. Im 
Seidenfibroin kommen nach unserer augenblicklichen Kenntnis 
der Zusammensetzung dieses Proteins an Aminosiuren nur Tyrosin 
und Serin als Trager von Oxygruppen in Frage. Die gemachten 
Beobachtungen sprechen dafiir, daB die gesamten Hydroxyl- 
gruppen im Seidenfibroin frei sind. Wir haben die gemachten 
Krfahrungen unter Erweiterung der ganzen Forschung aut 
Gzelatine iibertragen. Wir wihlten diesen EKiweiBkérper als 
Modell, obwohl wir uns klar dariiber waren, dab er weder als 
genuiner, noch als einheitlicher EiweiBkérper betrachtet werden 
kann. Je nach der Art der Herstellung der Gelatine wechselt 
ihre Zusammensetzung. So enthielt z. B. der von uns angewandte 
Leim etwas Tyrosin. Uns interessierte vor allen Dingen der er- 





1) Biochem. Z. 211, 395 (1929). 
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hebliche Gehalt der Gelatine an Oxyprolin. Gelatine enthilt 
nach Emil Fischer!) 3°/, dieser Aminosiure, P. A. Levene 
und Beatty?) geben 6,4°/, an. H. Dakin’) fand 14,1°/,. Neben 
dem Oxyprolin kam bei unserem Priiparat noch die kleine Menge 
Tyrosin in Frage. Ferner kommt vielleicht Oxyglutaminsaure 
in Betracht. Sie ist allerdings in der Gelatine bis jetzt nicht 
festgestellt. Ks sei gleich hier erwihnt, daB wir den Versuch 
unternommen haben, Oxyprolin und Oxyglutaminsadure zu benzoy- 
lieren. Es gelang wohl Monobenzoyl-oxyglutaminsiure herzu- 
stellen, jedoch nicht das an der Oxygruppe benzoylierte Produkt. 
Auch die Benzoylierung von Oxyprolin miBlang. Einar Ham- 
marsten*) hat ein aus «-Benzoylamino-y,d-dibromvaleriansaure 
unter Wanderung der Benzoylgruppe erhaltenes y-Oxybenzoyl- 
prolin beschrieben. Der Umstand, daB die beiden genannten 
Oxysiiuren der Benzoylierung der Oxygruppe unter den von uns 
angewandten Bedingungen widerstanden, schlieBt durchaus nicht 
aus, daf die genannten KiweiBbausteine in Bindung mit anderen 
Aminosiuren Eigenschaften annehmen, unter denen eine Be- 
setzung der Oxygruppen mdglich ist. Versuche, genannte Bau- 
steine enthaltende Dipeptide so zu benzoylieren, daB auch die 
Oxygruppe eine Besetzung erfahrt, waren allerdings bis jetzt nicht 
eindeutig erfolgreich. 

Auber der Benzoylierung fiihrten wir bei der Gelatine noch 
die Methylierung durch. Es haben schon mehrere Forscher 
diesen Weg beschritten. So methylierten Skraup und Mit- 
arbeiter®) Gelatine mit Jodithyl, Herzig und Landsteiner'®, 
verwendeten Diazomethan, Edlbacher’) wandte endlich Dimethy]- 
sulfat an. Die von diesen Forschern erhaltenen Ergebnisse sind 
in der folgenden Ubersicht zusammengestellt. 


Skraup Herzig u. — edlbacher 
Landsteiner 

OCH,. ..... Se, 3,68 /, 

NCH, . 4,06 3,72 29, 


Wir fanden bei der Methylierung mit Dimethylsulfat 0,56 ° , 
OCH, und 1,0°/, NCH,. Bei der Methylierung mit Diazomethan 


!) Ber. chem. Ges. 35, 2660 (1902). 

2) Diese Z. 49, 252 (19086). 

’) J. of biol. Chem. 44, 499 (1920). 

‘) C x. Lab. de Carlsberg 11, 223 (1915); Chem. Z. 1916, IT 1144. 
Mh. Chem. 30, 447 (1909); 31, 1035 (1910). 

") Biochem. Z. 61, 458 (1914). 

‘) Diese Z. 107, 52 (1919). 
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stellten wir 0,24°/, OCH, und 0,6°/, NCH, fest. Hierzu ist zu 
hbemerken, daB sowohl Skraup, als auch Herzig und Land- 
steiner bei der von ihnen verwandten Gelatine schon vor der 
Methylierung einen Gehalt von 0,35 °/, bzw. 0,18 °/, an Methoxyl 
und einen Methylimidgehalt von 1,1°/, bzw. 1,17°/, feststellten. 
Die von uns verwandte Gelatine ergab im nichtmethylierten Zu- 
stand weder OCH, noch NCH,. Im Gegensatz zu Edlbacher 
isolierten wir die methylierte Gelatine. Edlbacher berechnet 
auf Grund seiner Ergebnisse fiir Gelatine eine Methoxylzahl von 
15,1°/,. Aus unseren Befunden errechnet sich eine solche von 
6,0°/,. Das Verhaltnis zwischen dem auf Grund der Benzoyl- 
zahlen errechneten freien Aminostickstoff und dem N-Methyl- 
sehalt deckt sich mit dem von Edlbacher festgestellten, d. h. 
es entspricht einer Trimethylierung. Edlbacher stellte durch 
Formoltitration fest’), daB die von ihm verwandte Gelatine 4,01 °/, 
des Gesamtstickstoffs an freiem Aminostickstoff enthielt. Wir 
berechnen fir das von uns angewandte Priiparat auf Grund 
des Benzoylwertes einen Aminostickstoff von 2,15°/, (bezogen 
auf den Gesamtstickstoff). Der Versuch, den Gehalt der Gelatine 
an NH,N mittels der van Slykeschen Methode zu_bestimmen, 
ergab infolge des geringen Gehaltes an der genannten Gruppe 
kein zuverlassiges Ergebnis. Alles in allem kann man zum Aus- 
druck bringen, daB ein unmittelbarer Vergleich der mit ver- 
schiedenen Gelatinepraiparaten erhaltenen Ergebnisse deshalb nicht 
angiingig ist, weil, wie oben schon erwihnt, die Gelatine des 
Handels in ihrer Zusammensetzung bzw. in ihrer Reinheit er- 
hebliche Unterschiede aufweist. 

Uber Methylierung von Dipeptiden und Aminosiiuren liegen 
zahlreiche Untersuchungen vor. So erhielten EK. Abderhalden 
und K. Kautzsch*) mit Jodmethyl Trimethylierung der Amino- 
gruppe. Bei Verwendung von Dimethylsulfat kamen Kossel und 
Kdlbacher’) zum gleichen Ergebnis. E. Abderhalden und 
Sickel‘) lieBen ferner Diazomethan auf Leucyl-prolin einwirken. 
Sie erhielten Dimethylierung der Aminogruppe. Geake und 
Nierenstein 5) stellten fest, daB Aminosiiuren in itherischer 
Suspension von Diazomethan nicht angegriffen werden. Auch 


') Diese Z. 108, 294 (1919). 
*) Diese Z. 72, 44 (1911). 
*) Diese Z. 107, 45 (1919). 
') Diese Z. 159, 163 (1926). 
*) Diese Z. 92, 149 (1914). 
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Glycinanhydrid blieb unverindert (wir konnten dieses Ergebnis 
bestitigen). Es tritt jedoch nach Zusatz von wenig Wasser 
stiirmische Methylierung von Glykokoll unter Bildung von Betain 
ein, wie G. Biltz und Pentzold?) nachgewiesen haben. Be- 
ziiglich der Methylierung von Oxygruppen ist von vielen Seiten 
festgestellt worden, daB aliphatische Alkohole mit Diazomethan 
nicht reagieren.*) Der von uns nach Einwirkung von Diazo- 
methan auf Gelatine gefundene Wert an OCH, kann nicht auf 
Tyrosin bezogen werden, wiirde doch der gefundene Wert aut 
einen Gehalt an solchem von 3°/, hinweisen. 

Kndlich haben wir Gelatine mit d,l,@-Bromisocaprony|- 
bromid gekuppelt. Wir hatten urspriinglich die Absicht, cen 
Versuch zu unternehmen, in EiweiBstotie Aminosiuren bzw. Poly- 
peptide einzufiihren und den EKinfluB solcher Gruppen auf die 
Kigenschaften des gesamten Komplexes zu studieren. Es ist 
jedoch die Menge an freien, zur Kuppelung befihigten Amino- 
gruppen in den Proteinen so klein, daB es schwer hilt, den ein- 
deutigen Beweis einer gegliickten Aminierung zu fiihren. Die 
Versuche werden jedoch im hiesigen Institut in der erwiihnten 
Richtung fortgesetzt. Wie aus dem experimentellen ‘l'eil ersicht- 
lich ist, gelang es nach Einfiihrung des genannten Siurechlorids 
in Gelatine einen leicht abspaltbaren und einen schwerer wieder 
loslésbaren Anteil zu unterscheiden. 

Wir heBen schlieBlich noch auf die benzoylierte und methy- 
lierte Gelatine Pepsin—Salzsiure und ferner Trypsin—hKinase 





















elnwirken. 





Experimenteller Teil. 






I. Benzoylierung und NMethylierung von Gelatine, Kuppelung 
mit d,l,¢-Bromisocapronylbromid. 






Vorbehandlung des Ausgangsmaterials. 

Zur Verwendung kam Gelatine Marke D.G.F. Gold. Sie 
enthielt 15,5°/, Gesamtstickstoff und 15°/, Wasser. Teils wurde 
sie ohne weitere Behandlung benutzt, teils, wenn besonders be- 
merkt, nach Behandlung mit Alkohol und Trocknen, wodurch sie 
in den wasserunlislichen Zustand iiberging. Die Vorbehandlung 

















') Ber. chem. Ges. 53, 1069 (1922). 

*) Vel. z. B. von Pechmann, Ber. chem. Ges. 27, 1888 (1894); 25, 
857 (1995); Biltz u. Pentzold, Liebigs Ann. 452, 86 (1923); Nieren- 
stein, Ber. chem. Ges. 60, 1028 (1927). 
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erfolgte in der Weise, daB wir die Gelatine aus wiibriger Liésung 
durch Zusatz von Alkohol ausfillten, die Fillung absetzen lieBen 
und nach Dekantieren mehrmals mit Alkohol digerierten. Die 
Gelatine verlor hierbei ihren schleimigen Charakter, wurde fest 
und konnte leicht abgenutscht werden. MHierauf trockneten wir 
sie bis zu 8 Stunden im Trockenschrank bei 120°, worauf sie 
fein pulverisiert werden konnte. Wir machten die Beobachtung, 
daB wir bei getrocknetem Material den am leichtesten abspalt- 
baren Teil des Benzoyls nicht einfiihren konnten. Ob dies auf 
kolloidchemische oder rein chemische Anderungen der Gelatine 
zuriickzufiihren ist, muB zurzeit dahingestellt bleiben. 















Gesamtstickstoff: 5,500 mg Substanz gaben 0,761 cem N, bei 749mm 
und 24° (Dumas) = 15,67 °/). 


5,740 mg Substanz gaben 0,765 eem N, bei 749 mm u. 21° = 15,30 5. 






Wassergehalt: 0,3583 g Substanz verloren nach Trocknen bis zur 
Gewichtskonstanz 0,0548 g H,O (= 15,29 °/,). 
0,1549 g verloren 0,0229 g H,O (= 14,79 °/,). 








A. Kuppelung mit Saurechloriden. 





1. Benzoylierung. 





Alkalische Benzoylierung geléster Gelatine. 





20 g Gelatine wurden in 2 Liter Wasser gelist. Zu der 
Lisung gaben wir 250g Kaliumbicarbonat. Nach vollstiindiger 
Lisung des Bicarbonats wurde die Fliissigkeit auf 0° abgekihlt. 
Unter bestindiger Kiithlung und starkem Riihren lieBen wir nun 
110 g Benzoylchlorid, dem zur Vermeidung des Schiiumens Ather 
zugesetzt war, im Laufe von 5 Stunden eintropfen. Wihrend 
der Kuppelung begann die Abscheidung eines flockigen Nieder- 
schlages. Noch ehe der Geruch nach Benzoylchlorid vollstindig 
verschwunden war, wurde der Niederschlag — Filtration war 
wegen Verstopfung der Filter nicht méglich — auf der Zentrifuge 
abgeschleudert. Wir machten die Erfahrung, daB die Ausbeute 
an hochbenzoyliertem Produkt sich verringerte, wenn mit dem 
Abschleudern des Niederschlages bis nach der vollstiindigen 
Umsetzung des iiberschiissigen Benzoylchlorids oder linger, auch 
beim Aufbewahren im Kisschrank, gewartet wurde. Die ab- 
geschleuderte, weibe Masse wurde mehrmals mit Wasser gut 
aufgeriihrt uud wiederum zentrifugiert. Nachdem auf diese Weise 
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die anorganischen Salze entfernt waren, nahmen wir in Alkoho! 
auf, womit unter hiufigem Dekantieren mehrmals gut ausgewaschen 
wurde. Zum SchluB wurde das Produkt fest und kérnig, so dag 
es auf der Nutsche abfiltriert werden konnte. Hierauf wurde die 
Masse auf dem Wasserbad getrocknet und, nachdem sie fein 
pulverisiert worden war, durch ein Haarsieb getrieben. Zur voll- 
stindigen Entfernung von etwa anhaftender Benzoesdure extra- 
hierten wir im Soxhletapparat 5 Stunden lang mit Ather. 

Das Produkt (I) erwies sich als in allen indifferenten Lésungs- 
mitteln vollig unléslich. In schwachem Alkali léste es sich nach 
lingerer Zeit. Die Millonsche Reaktion war negativ. Die Aus- 
beute betrug etwa 3 g. 

Die nach dem Abzentrifugieren des Produktes I erhaltene 
Lésung wurde mit 5n-HCl angesiuert. Hierbei entstand eine 
starke, weibe, flockige Fallung, die abfiltriert und auf Tontellern 
abgeprebt wurde. Sie bestand zum gréBten Teil aus Benzoesiiure. 
Zur Entfernung des Hauptteiles der Benzoesiure wurde mehrmals 
mit Alkohol digeriert. Dann extrahierten wir 5 Stunden lang im 
Soxhletapparat mit Ather, wobei eine ziihe, fadenziehende Masse 
hinterblieb. Sie erwies sich als in Wasser léslich. Auf dem 
Wasserbade wurde sie zu harten Klumpen getrocknet, darauf fein 
pulverisiert und dann durch ein Haarsieb getrieben. Zur Ent- 
ternung des letzten Restes Benzoesiiure wurde nochmals 3 Stunden 
lang mit Ather ausgezogen. 

Das erhaltene Produkt (II) war nunmehr nach dem Trocknungs- 
proze8 in indifferenten Lésungsmitteln vollkommen unléslich. In 
schwachem Alkali léste es sich rasch. Die Millonsche Probe 
war schwach positiv. Wir erhielten dieselbe schwachrote Firbung, 
die das Ausgangsmaterial zeigte. Die Ausbeute an Produkt 11 
betrug etwa 8 g. 




























Alkalische Benzoylierung wasserlislicher, aber ungeléster Gelatine. 





Die nicht vorbehandelte Gelatine wurde so fein wie méglich 
zerkleinert und in einer Kaliumbicarbonatlésung suspendiert. 
Unter Eiskiihlung und Umriihren wurde mit der Benzoylierung 
begonnen, ehe die Gelatine in Lisung gegangen war. Nach voll- 
stiindiger Umsetzung des Benzoylchlorids wurde die zu Boden 
sinkende, nicht in Lésung gegangene (selatinemasse, die rund 
50°) der angewandten Menge ausmachte, abgeschleudert und, 
wie oben beschrieben, gereinigt. 
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Dieses Produkt erwies sich als identisch mit Produkt I. Ohne 
Auflésen der Gelatine in der Reaktionstfliissigkeit gelang es dem- 
nach, eine weit héhere Ausbeute an hochbenzoylierter Gelatine 
zu gewinnen, als bei Auflésen der Gelatine. 

Die zentrifugierte Lésung gab nach dem Ansiuern einen 
kleinen Teil des Produktes II, das, wie oben geschildert, gereinigt 
wurde. 


Alkalisehe Benzoylierung unldéslicher, wasserfreier Gelatine. 


10 g nach der oben erwihnten Methode getrockneter Gelatine 
wurden in 1 Liter Wasser, das 100 g Kaliumbicarbonat gelést 
enthielt, suspendiert. Unter Eiskiihlung und starkem Umriihren 
lieBen wir 50 g Benzoylchlorid, in Ather gelést, zutropfen. Nach 
vollstiindiger Umsetzung des Benzoylchlorids wurde die ungelést 
sebliebene Masse abgeschleudert. Zur Entfernung der anorganischen 
salze wurde mit Wasser gut ausgewaschen. Dann nahmen wir in 
Alkohol auf, dekantierten mehrmals und digerierten von neuem 
mit Alkohol. Zum SchluB extrahierten wir mehrere Stunden im 


Soxhletapparat mit Ather. 
Das Produkt war identisch mit I]. Die Millonsche Reaktiou 


war schwach positiv. In verdiinntem Alkali liste es sich bei 
schwachem Erwirmen rasch. Die Ausbeute an _ benzoylierter 
ielatine war nahezu quantitativ. 

Produkt I konnte auf diese Weise bei einer grofben Reihe 
von Versuchen nicht erhalten werden. 


Saure Benzoylierung der Gelatine. 


Die saure Benzoylierung wurde auf mehrere Weisen und mit ver- 
schieden vorbehandelten Gelatinepriiparaten versucht. 

10 g wasserfreie Gelatine wurden am RiickfluBkiihler mit 100 g Benzoyl- 
chlorid unter sorgfiltigem AusschluB von Feuchtigkeit erhitzt.  Zuerst 
konnte eine schwache Entwicklung von Salzsiiure bemerkt werden, die 
aber bald nachlieB. Nach mebhrstiindigem Erhitzen gossen wir das Reaktions- 
vemisch in Ather und filtrierten ab. Wir befreiten das erhaltene Produkt 
init Alkohol und Ather von Benzoylechlorid und Benzoesiiure. Es zeigte 
sich, daB keine Benzoylierung eingetreten war. 

Da der Verdacht bestand, dab die Gelatine durch das verhiiltnis- 
mibig hohe Erhitzen eine Verinderung erleiden kinute, die keine Benzoy- 
lierung mehr gestattet, versuchten wir die saure Benzoylierung auf kaltem 
Wege. Wir schiittelten die Gelatine, sowohl wasserhaltige wie getrocknete 
Priparate, mehrere Tage mit Benzoylchlorid. Dem Reaktionsgemisch setzten 
wir zur Aufnahme der zu erwartenden Salzsiiure, die Hydrolyse bewirken 
kinnte, etwas mehr als die berechnete Menge Kalk zu. Nach Isolierung 
und Reinigung der Gelatine, die nicht in Lésung gegangen war, wurde 
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festgestellt, daB keine Reaktion stattgefunden hatte. Das Ausgangsprodukt 
wurde unverindert wiedergewonnen. 

Dab die Gelatine ihre Fihigkeit, Benzoyl aufzunehmen, durch die 
geschilderte Behandlung nicht verloren hatte, geht aus dem Erfolg der 
alkalischen Benzoylierung hervor, die mit den bei den sauren Benzoylierungs. 
versuchen unveriindert wiedererhaltenen Produkten durehgefiihrt wurde. 
Die wasserunléslichen Priparate wurden, wie oben geschildert, in Kaliuin 
biearbonat suspendiert und benzoyliert. ks resultierte Produkt II. 
















Analytische Untersuchung der Benzoylprodukte. 









Die Bestimmung des Benzoylgehaltes der Kupplungsprodukte 
wurde in der von Emil Abderhalden und H. Brockmann! 
geschilderten Weise durchgefiihrt. Die Methode erwies sich hier 
als besonders giinstig, weil beim Ansiuern der alkalischen Lésung 
der Kupplungsprodukte keine Benzoesiure einschlieBende Fallungen, 
sondern lediglich Triibungen entstanden. Infolgedessen ging die 
Ausiitherung der freigewordenen Benzoesiure besonders leicht 
vonstatten. Nicht benzoylierte Gelatine, in derselben Weise be- 
handelt, gab einen geringen Wert an Verbrauch von n/10-Natron- 
lauge, der von den Ergebnissen der einzelnen Bestimmungen 
jedesmal abgezogen wurde. 











Gesamtbenzoylbestimmung nach Verseifung mit 2/n-Natron- 
lauge in der Wirme. 



















Einwage Verbrauch an 


Ta >, an B l 
& n/10-NaOH cem » 4n benzoy 












a) Produkt I. 












),3226 2,02 6,58 
0,2638 1,67 6,65 
0,2379 1.54 6,79 
00,2068 1,20 6,10 
0,4095 2,40 6,15 





b) Produkt 


1,11 






0.2699 








0.3905 Lo 4,12 
0.1955 0,90 4,83 
0,3297 1,35 4,3 

















0,2579 0.95 3,87 


') Biochem. Z. 211, 4038 (1929). 
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ikt Bestimmung des durch 2/n-NaOH kalt verseifbaren Anteils. 
; Kinwage Verbrauch an 
die 5 0 Be / | 
ler g n/10-NaOH eem ee 
e. a) Produkt I. 
ui 0,3009 1,14 3,98 
| 0,4193 1,76 4,40 
0,2924 0,99 3,66 
0,1747 0,65 3,90 
te b) Produkt II. 
4 0,4892 0,81 1,73 
er 0,3348 0,57 1,78 
ng 0,2085 0,45 2,01 
». | 0,3510 0,56 1,67 
i 0,2189 0,65 1,68 
nt & 0,1900 0,30 1,66 
in 0,1803 0,35 2,03 
i Bestimmung des durch n/10-NaOH in der Kilte verseifbaren 
en Anteils. 
Einwage Untersucht Verbrauch an ; 
‘ ; ‘ » an Benzoyl 
g nach Minuten | n/10-NaOQH cem ; 
a) Produkt I. 
0,2098 30 0,30 1,50 
0,2466 60 0,40 1,70 
0,2280 120 0,45 2,07 
0,1839 240 0,35 1,99 
b) Produkt II. 
0,2623 30 0,07 0 
0,1949 60 0,00 0 
0,2503 900 0,00 0 











Bestimmung des durch gesiittigte KHCO,-Lésung verseifbaren Benzoy!s 
nach 18 stiindiger Kinwirkung bei Zimmertemperatur. 














Einwage Verbrauch an ’ | 
& n/10-NaOH cem| ‘° an Benzoyl! 
a) Produkt I. 
0,2751 | 0,56 | - 
b) Produkt IL. 
0,4162 | 0,05 | ‘ 
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Bestimmung des durch HCl verschiedener Konzentration verseifbaren 
Benzoyls nach 18 stiindiger Einwirkung bei Zimmertemperatur. 


























Einwage HCl- Verbrauch an oo 
g Konzentration | n,10-NaOH ecem ' ia 
a) Produkt I. 
0,2679 n/10 0,62 2,44 
0,1203 n/2 0,47 4,01 
b) Produkt II. 
0,4577 n/10 0,05 0 
0,3914 n2 0,40 1,07 
Als Mittelwerte ergeben sich: 
Prozentgehalt 
Produkt I. Produkt II 
Gesamtbenzoyl. ....... 6,47 4,28 
In der Wirme verseifbarer Teil . . . . 2,51 2,49 
2n-NaQOH . 3,96 | 1,79 
n/10-NaOH 203 | O 
Bicarbonat 2,13 | 0 
In der Kiilte verseifbar durch |» 10-HCl . 2,44 0 
n/2-HCl . 4,01 1,07 





Zum SchluB sei noch erwihnt, daB die Produkte mit dem Héchst- 
wert an Gesamtbenzoyl von 6,47°/, nochmals einer Benzoylierung unter- 
zogen wurden. Der Benzoylwert konnte nicht mehr erhdht werden. 


2. Kupplung von Gelatine mit d,l,¢-Bromisocapronyl- 
bromid. 


5g Gelatine wurden in 500 ccm Wasser gelést. Hierzu 
gaben wir 20g Kaliumbicarbonat. Unter Kiihlung und fort- 
wiihrendem Turbinieren lieben wir 20 g a-Bromisocapronylbromid, 
die zwecks Vermeidung von Schiiumen in Ather gelést waren, 
im Laufe von 4 Stunden zutropfen. Kurz nach Beginn der 
Reaktion begann in groBen Mengen Abscheidung eines flockigen 
Niederschlages. Nachdem der Geruch nach Siurebromid voll- 
stiindig verschwunden war, wurde der fein verteilte, weiBe Nieder- 
schlag auf der Zentrifuge abgeschleudert. Um die anorganischen 
Salze zu entfernen, riihrten wir ihn in Wasser gut auf und zentri- 
fugierten von neuem. SchlieBlich wurde das Produkt wie bei der 








yl 
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Behandlung der Benzoylprodukte in Alkohol aufgenommen. Da- 
mit wurde mehrmals durchgewaschen, dann filtriert und der Riick- 
stand auf dem Wasserbad getrocknet. Nach feinem Pulverisieren 
extrahierten wir das Priparat mehrere Stunden lang im Extraktions- 
apparat mit heiBem Alkohol. Wir erhielten auf diese Weise 3 g 
eines in allen indifferenten Lésungsmitteln vollkommen unléslichen 
Kupplungsproduktes. Die Millonsche Reaktion war schwach 
positiv. 
Analytische Untersuchung des Kupplungsproduktes. 

Die Bestimmung des Gehaltes an «-Bromisocapronyl wurde 
im allgemeinen analog der Bestimmung des Benzoylgehaltes durch- 
gefiihrt. Auch hier verseiften wir mit 2n-NaOH bei 100° und 
bei Zimmertemperatur und &therten die freigewordene «-Brom- 


isocapronsiiure nach Ansiuern mit 4n-H,SO, aus. Wie schon 
frither beschrieben’), wurde mit n/10-NaOH titriert. 


Bestimmung des Gesamtgehaltes an a-Bromisocapronyl. 














Einwage Verbrauch an °/, an Brom- Entspricht 
g n/10-NaQH cem isocaprony] °/, Benzoyl 

0,3019 1,10 6,48 3,83 

0,3541 1,36 6,83 4,03 











Bestimmung des durch 2n-NaOH in der Kilte verseifbaren 


Anteils an a-Bromisocapronyl. 











Einwage Verbrauch an °/, an Brom- Entspricht 
g n/10-NaOH cem isocaprony] °/) Benzoyl 

0,2870 0,51 3,16 1,86 

0,2241 0,40 3,17 1,87 


wir 40 g Soda. 
Dimethylsulfat. 


war, was schon nach wenigen Minuten der Fall war. 








B. Methylierung der Gelatine. 


1. Mit Dimethylsulfat. 
10 g Gelatine wurden in 600 ccm Wasser gelést, hierzu gaben 





Nach deren Auflésung versetzten wir mit 30 g 


Nun wurde geschiittelt, bis dieses verschwunden 
Wir lieBen 


die Lésung einige Zeit stehen. Darauf schiittelten wir nochmals 
mit 10 g Dimethylsulfat und lieBen nach dessen Verschwinden 





1) Abderhalden u. Schmitz, Fermentforschung 10, 608 (1929). 


QR * 
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wieder etwa 2 Stunden stehen. Im Gegensatz zu den Versuchen 
von 8. Edlbacher’) gelang es uns, die Methylgelatine zu iso- 
lieren, und zwar dadurch, da8 wir das entstandene Methylierungs- 
produkt aus seiner Lésung durch Zusatz von gesittigter Ammon- 
sulfatlésung ausfiallten. Wir schleuderten das Produkt, das sich 
in kaltem Wasser schwer, dagegen leicht beim Erwiirmen léste, 
auf der Zentrifuge ab und unterwarfen es der Dialyse, bis die 
Reaktion auf SO,-Ionen negativ war. Darauf wurde die Methy!- 
gelatine wiederum aus ihrer wiiBrigen Suspension abgeschleudert. 
Dann digerierten wir mit Alkohol, bis das Priiparat fest und 
kérnig geworden war und abgenutscht werden konnte. Es wurde 
dann im Trockenschrank 1 Tag lang bei 120° getrocknet. Nach- 
dem das Produkt fein pulverisiert worden war, erwirmten wir es 
zur restlosen Entfernung etwa eingeschlossenen Alkohols noch- 
mals mehrere Stunden auf 120°. 

Die so erhaltene Methylgelatine I war nach dem Trocknungs- 
prozeB vollkommen unldéslich. Sie gab keine Millonsche Reak- 
tion. Die Ausbeute betrug etwa 60°/,. 


2. Mit Diazomethan. 


Zur Methylierung mit Diazomethan, das schon friiher von 
Herzig und Landsteiner?) zur Methylierung von Gelatine 
angewandt worden ist, wurden 5g fein pulverisierte und ge- 
trocknete Gelatine in 30 ccm Chloroform suspendiert und in die 
Suspension Diazomethan eingeleitet, das aus 5 ccm Nitroso- 
methylurethan mittels alkoholischer Kalilauge entwickelt wurde. 
Die Suspension wurde bis zur Entfirbung geschiittelt. Nach 
Abfiltrieren wurde der Methylierungsproze8 noch mehrmals wieder- 
holt, bis sich die Methylzahlen nicht mehr erhéhten, was bereits 
nach 2maliger Behandlung mit Diazomethan der Fall war. Das 
Produkt wurde nach sorgfiiltigem Auswaschen mit Ather im 
Trockenschrank bei 120° getrocknet. 

Die Methylgelatine II war vollig unléslich. Sie gab schwache 
Millonsche Reaktion. Die Ausbeute war quantitativ. 


Analytische Untersuchung der Methylprodukte. 


Zur Bestimmung des Methoxyl- und Methylimidgehaltes wurde 
die Mikromethode nach der Modifikation von Edlbacher’) be- 


1) Diese Z. 107, 52 (1919). 
*) Biochem. Z. 61, 458 (1914). 
’) Abderhaldens Handbuch, Abt. I, Teil 3, 8. 545. 
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nutzt. Nicht methylierte Gelatine gab weder die geringste Spur 
Methoxyl noch Methylimid. 





0), CH, an N 








AgJ fir OCH,|AgJ fiir NCH,|°/, CH, an O 


Einwage 



































mg mg mg gebunden gebunden 
Methylgelatine I. 
26,190 2,360 sii 0,58 -_ 
13,730 1,200 on 0,56 - 
23,250 2,430 4,050 0,66 1,11 
13,460 1,140 0,54 - 
28.410 2.560 4,070 0,57 0,92 
23,900 oe 4,570 ose 1,22 
Methylgelatine II. 
16,670 0,650 — 0,24 — 
35,220 1,590 3,730 0,28 0,67 
27,900 1,150 2,760 0,27 0,63 
37,120 1,910 2,690 0,32 0,46 
18,050 0,600 2.340 0,21 0,82 





Um etwa gebildete Methylester fiir die Bestimmung des 
Methoxyls auszuschlieBen, wurden beide Priparate 3 Stunden mit 
n/10-NaOH geschiittelt, wonach Verseifung der in Frage kommen- 
den Ester eingetreten sein muBte. Infolge der geringen Zahl an 
freien Carboxylgruppen wurden nur minimale Abweichungen fest- 
gestellt. Sie lagen innerhalb der Fehlergrenze. 

Als Mittelwerte ergaben sich: 


Methyl an N gebunden: beil 1,08°), bei II 0,64 °), 
Methyl an O gebunden: beil 0,58°), bei II 0,26 °,, 


Berechnet man hieraus die dem Methyl entsprechenden 
Prozente an Benzoyl, so ergibt sich: 


°/, Benzoyl fiir NCH, °', Benzoy) fiir OCH, 
Methylgelatine I. . . 8 x 2.51 4,06 
Methylgelatine IT. . . . 2 xX 2,23 1,82 


II. Modellversuche. 


Versuche, Oxyprolin und Oxyglutaminsiiure an ihrer Hydroxyl- 
gruppe zu benzoylieren, verliefen in allen Fiillen negativ. Ebenso konnte 
d,l-Leueyl-d,l-oxyglutaminsiure nur an der Aminogruppe benzoyliert 
werden, 
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Darstellung von d,l-Leucyl-d,l-oxyglutaminsiure. 


2g d,l-Oxyglutaminsiureesterhydrochlorid, das aus dem Silbersalz der 
d,l-Oxyglutaminsdure') durch Kinwirkung von Athylalkohol und Salzsiiure 
erhalten worden war, wurden in Chloroform suspendiert. Nach Kiihlung 
wurde der Ester mit der berechneten Menge n-NaOH in Freiheit gesetzt. 
Darauf kuppelten wir in der iiblichen Weise mit 4g d,1,a-Bromisocaprony]1- 
bromid, wobei entstehendes Hydrochlorid wieder durch Soda in Freiheit 
gesetzt wurde. Nach Abtrennung der wiBrigen Schicht wurde die Chloro- 
formlésung iiber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der 
Riickstand wurde, mit Petroliither verrieben, bald fest. Der so erhaltene 
d,l,a-Bromisocapronyl-oxyglutaminsiiureester wurde sofort mit n-Natron- 
lauge verseift. Nach 3 stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde mit 
n-HCl neutralisiert, worauf die freie Sdure ausfiel. Der Bromkérper konnte 
nur als Ol erhalten werden. Infolgedessen wurde er unmittelbar der 
Aminierung mittels 25 °/,igen wiBrigen Ammoniaks unterworfen. Sie war 
nach 4 tiigigem Stehen bei 37° beendet. Nach dem Einengen der Lésung 
unter vermindertem Druck konnte beim Aufnehmen in Alkohol d,1l-Leucy!}- 
d,l-oxyglutaminsiiure infolge ihrer Schwerldslichkeit isoliert werden. Mit 
warmem Alkohol lésten wir das noch beigemengte Ammonbromid heraus. 
Aus Mangel an Material muften wir auf Krystallisationsversuche ver- 
zichten. Die d,l-Leucyl-d,l-oxyglutaminsiure ist leicht léslich in Wasser, 
schwer in Alkohol. Ninhydrinreaktion positiv. 


5,875 mg Substanz gaben 0,572 ecm N, bei 735 mm und 18° (Dumas). 
0,0276 g rn » 1,24 mg Aminostickstoff (van Slyke). 


Fiir C,,H,,O,N, (Mol.-Gew. 276,1) 
Ber. 10,14°/, Gesamt-N 5,03 °/, Amino-N 
Gef. 10,90 ,, ‘ 4,53 ,, " 


Darstellung von Benzoyl]-d,l-leucyl-d,l-oxyglutaminsiure. 


0,7 g d,l-Leucyl-d,l-oxyglutaminsiiure wurden in der berechneten Menge 
Natriumbicarbonat gelést. Unter guter Kiihlung wurde mit 2 g Benzoy!- 
chlorid unter nochmaligem Zufiigen von 2 g Natriumbicarbonat portions- 
weise geschiittelt. Nach beendeter Reaktion siuerten wir mit 5 n-Salzsiaure 
an. Das Kupplungsprodukt fiel, mit viel Benzoesiiure vermischt, aus. Wir 
listen den Niederschlag in wenig Ather und fillten das Kupplungsprodukt 
durch Versetzen mit Petroliither. Es bildete erst Oltropfen, die nach 
lingerem Stehen erstarrten. Durch gutes Auswaschen mit Petrolither 
wurde es von etwa anhaftender Benzoesiure befreit. Das Produkt wurde 
nicht krystallin erhalten. 

Die Benzoyl-leucyl-oxyglutaminsiiure gab keine Ninhydrinreaktion, sie 
war leicht léslich in heiBem Wasser und Alkohol, schwerer in Ather, un- 
léslich in Petrolither. Die Bestimmung nach van Slyke ergab keinen 
freien Aminostickstoff. Nach Einwirkung von 2n-NaOH in der Kite 
konnte keine Abspaltung von Benzoesiiure nachgewiesen werden. Nach 





') Vgl. Dakin, Biochem. J. 13, 398 (1919). 
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dem Stickstoffgehalt zu schlieBen, lag eine Monobenzoylverbindung 
yor. Kupplung an der Hydroxylgruppe war nicht erfolgt. 
0,0308 g Substanz verbrauchten 1,55 cem n/10-HCl (Kjeldahl). 
Fiir C,,H,,O,N, (Mol.-Gew. 380,1) Ber. 17,87 °/, Gef. 7,05 °, 
Methylierungen, die mit Glycinanhydrid sowohl in itherischer 
Suspension mit Diazomethan und in sodaalkalischer Lésung mit Dimethy1- 


sulfat versucht wurden, verliefen negativ. Das Ausgangsprodukt wurde 
unverindert wiedererhalten. 


III. Versuche, die benzoylierte und methylierte Gelatine mit 
Pepsin—Salzsaure bzw. Trypsin—Kinase zu spalten. 


Da die Produkte unter den Bedingungen, unter denen die 
genannten Fermentlésungen wirksam sind, unldslich waren, wurde 
zum Vergleich priparierte unldsliche Gelatine herangezogen. 
Simtliche Substrate gingen schon nach kurzer Kinwirkung der 
Fermentlésungen zum gréften Teil in Loésung.') Die Aufspaltung 
wurde durch die Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke 
verfolgt. Da die Gelatine, die etwa 0,35 °/, Aminostickstoff (= 2°/, 
vom Gesamtstickstoff) enthielt, bei Bestimmung des Nullwertes 
noch nicht gelést war, wurde hierbei der vorgebildete freie Amino- 
stickstoff nicht erfaBt. Er trat erst bei den folgenden Bestim- 
mungen, nachdem Liésung des Substrates eingetreten war, in Er- 
scheinung und war nunmehr gegeniiber den anderen Substraten 
zu beriicksichtigen. In den Tabellen sind die Zeit nach Stunden, 
die gefundenen Kubikzentimeter Aminostickstoff und die hieraus 
berechneten Prozente des Substrates an Aminostickstoff angegeben. 


Einwirkung von Pepsin—Salzsiure. 


0,200 g des Substrates wurden in 8 ccm n/10-NaOH suspen- 
diert und mit 2 ccm einer Fermentlésung versetzt, die 2 g Pepsin 
Merck in 20 ccm n/10-HCl enthielt. Die Bestimmung erfolgte 
in 1 ccm. Spaltungen, die unter 0,10 ccm Aminostickstoff ergaben, 
wurden nicht als positiv gewertet. 


1) Kontrollversuche ergaben, daB n/10-HCl ohne Ferment keine Lésung 
der Substrate bewirkte; ebensowenig erfolgte durch Phosphatpufferlésung 
ohne Ferment Liésung. Es ist nicht in allen Fillen die fortschreitende 
Hydrolyse fiir die Lésung verantwortlich zu machen, da die Derivate der 
Gelatine, wie aus den Tabellen hervorgeht, von Pepsin-Salzsiiure nicht 
aufgespalten wurden. 
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, , Benzoy]- Methyl- Methyl- 

Zeit aiaene viitin a “inten I philic I] 
eem "lo cem "he ecm %lo ecin a 

5 0,05 | 0,2 0,02 0 0,00 0 0,00 0 
22 0,09 | 0,5 0,00 0 0,00 0 0,00 0 
70 014 | 0,8 0,05 0 0,02 0 0,07 0 
94 O14 | 0,8 0,06 0 0,00 0 0,07 0 
108 0,19 | 1,1 0,06 0 0,06 0 0,07 0 
142 0,22 | 1,8 0,02 0 0,05 0 0,05 0 
166 ae a 0,08 0 0,05 0 0,07 | 0 
190 0,24 | 1,5 0,06 0 0,05 0 006 0 


Einwirkung von Trypsin—Kinase. 
0,200 g Substrat wurden in 8 ccm Phosphatpufferlésung 
(p,, = 8,4) suspendiert und mit 2 ccm Trypsin—Kinaseliésung ver- 
setzt. Zur Bestimmung wurde 1 ccm verwandt. 











‘ Benzoy!- Methyl- Methyl- 
Zeit Gelatine gelatine II gelatine I gelatine II 
eem "T ecm “lo ecm | %, ecm | "le 
2 0,16 0,9 o> _- ~ = _ — _ 
15 0.50 2,9 0,27 1,5 0,37 | 0,32 | 1,8 
24 0,58 3,2 0,37 2.1 0,46 2.6 0,42 2,1 
39 0,67 3,8 0,37 21 0,47 © 27 0,47 23 














3 0,80 4,6 soe _ ~ wits as ~ 
87 0,87 4,9 0,47 2,6 0,65 | 3,7 0,64 3,2 
111 _ se 0,55 3,1 0,81 4,6 0,74 4,2 
135 7 i 0,55 3,1 _ _ _ _ 
159 ~ pose 0,56 3,2 1,00 5,8 0,80 4,5 
163 102 59 0,70 4,0 1,10 6,2 0,80 4,5 
187 110 6,2 0,77 | 4,4 1,20 6,8 0,90 5,1 


IV. Einwirkung von n-Natronlauge auf Gelatine, Benzoylgelatine. 
Methylgelatine I und II bei 37°. 


0,200 g Substanz wurden in 10 ccm n-Natronlauge suspen- 
diert. Die Aufspaltung wurde nach van Slyke verfolgt. In 
den Tabellen ist die Zeit in Stunden, die gefundenen Kubik- 
zentimeter Aminostickstoff und die hieraus berechneten Prozente 
Aminostickstoff des Substrates angegeben. 
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a Benzoyl- Methyl- Methyl- 

Zeit ae gelatine II gelatine I gelatine II 
ecm "ls ecm | %, cm | 9°, ecm "le 

5 0,22 1,3 022 1,3 0,18 1,0 0,22 | 1,2 
22 0,70 4,0 0,72 4,1 0,75 4,3 0,72 | 4,1 
70 110 6,2 1,16 | 66 115 | 6,5 130 | 7,4 
94 1,40 80 142 81 152 8&7 1,49 | 85 
142 146 83 1,42 | 153 8,8 157 | 88 





Uberblick tiber die mit Fermenten und n-Alkali erhobenen 


























Befunde. 
Qav 0 et) y . > > j ic Ta 
Mittelwert Dayon °/, freigewordencr Aminostick 
stoff durch 
Sub Gesamte | 
—_— stickstoff Pepsin | Trypsin-Kinase | n-Alkali 
” nach nach | nech 
0 190 Stdn. 187 Stdn. | 142 Stdn. 
Gelatine . . . . 17,8 8.6 34,8 46,6 
Benzoylgelatine II . 16,8 0 | 26,2 48,2 
Methylgelatine I. . 17,6 0 | 38,6 49,9 
Methylgelatine Ii. 3,7 0 28,8 49,7 
Zusammenfassung. 


Unter den von uns angewandten Bedingungen enthielt benzoy- 
lierte Gelatine den Benzoylrest in drei verschiedenen Bindungs- 
arten, woraus auf mindestens drei verschiedene, mit Benzoylchlorid 
reagierende Gruppen geschlossen werden darf. Ein Teil des 
vebundenen Benzoyls (Mittelwert 2,3°',) war nur bei der Be- 
liandlung des Benzoylproduktes mit 2/n-Natroniauge in der Hitze 
ibspaltbar. Ein zweiter Anteil (4,2°/,) kam bei der Kinwirkung 
der genannten Laugenkonzentration schon in der Kalte zum Vor- 
schein. Diesen letzteren Anteil konnten wir unterteilen und zwar 
durch Verwendung von n/10-Natronlauge. 2,5°/, (Benzoylwert) 
lieBen sich dabei leicht abspalten, wihrend der Rest 1,7°/, selbst 
nach 18 stiindiger Einwirkung von n/10-Natronlauge nicht in 
rreiheit gesetzt wurde. 

Im gleichen Verhiltnis wie Benzoyl konnte d,l-a¢-Brom- 
isocapronyl in die Gelatine eingefiihrt werden, und zwar betrug der 
in der Hitze mit 2/n-Natronlauge verseifbare Anteil 3,5 °/, Brom- 
isocapronyl = 2,1°/, Benzoyl, wihrend der in der Kalte leicht 
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abspaltbare Anteil 3,1°/, Bromisocapronyl = 1,9°/, Benzoyl aus. 
machte. Es gelang hier nicht, den letzteren Anteil in zwei ver- 
schieden leicht abspaltbare Komponenten zu trennen. 

Wir suchten dadurch einen Einblick in die Bindungsart der 
erwihnten Gruppen zu erhalten, daB wir einerseits mit Dimethyl. 
sulfat und andererseits mit Diazomethan methylierten. Das nach 
Anwendung von Dimethylsulfat an Sauerstoff angelagerte Methy] 
entsprach seiner Menge nach genau dem gesamten kalt verseifbaren 
Benzoylanteil (0,58 °/, Methyl = 4,06 °/, Benzoyl). Bei Verwendung 
von Diazomethan fanden wir nur so viel Gruppen, als dem in der 
kKilte mittels n/10-Natronlauge nicht verseifbaren Benzoylanteil 
entspricht (0,26°', Methyl = 1,82°/, Benzoyl). Wir schlieBen aus 
unseren Beobachtungen, daB der gesamte kalt verseifbare Anteil 
des Benzoyls in der Gelatine an Hydroxylgruppen gebunden ist, 
und zwar kommen fir den mittels n/10-Natronlauge in der Kiilte 
schwer verseifbaren Anteil solche in Betracht, die aromatischen 
EKiweibbausteinen entsprechen (Methylierbarkeit durch Diazo- 
methan!). Fir den mittels n/10-Natronlauge in der Kalte leicht 
verseifbaren Anteil diirften in aliphatischen Aminosiuren vor- 
handene Oxygruppen in Betracht kommen. 

Versuche, in die Hydroxylgruppe des Oxyprolins mit Hilfe 
der von uns bei der Benzoylierung der Gelatine angewandten 
Methoden die Benzoylgruppe einzufiihren, schlugen fehl. Ks ge- 
lang auch nicht, das Dibenzoylprodukt der Oxyglutaminsiure 
bzw. der d,l-Leucyl-d,l-oxyglutaminsiure zu gewinnen. Weitere 
Versuche an die genannten Aminosiuren in Ringstruktur ent- 
haltenden Komplexen miissen erweisen, ob nicht doch unter 
gewissen Bedingungen eine Besetzung der Hydroxylgruppe mig- 
lich ist. 

Was nun die Methylierung am Stickstoff anbetrifft, so lassen 
die erhaltenen Ergebnisse folgende Schliisse zu. Mit Dimethy]- 
sulfat erhielten wir N-Methylwerte, die dem dreifachen Wert der 
in der Hitze abspaltbaren Benzoylgruppen entsprechen (1,08 °/, Me- 
thyl = 3 x 1,5°/, Benzoyl). Bei Verwendung von Diazomethau 
entsprach der N-Methylwert etwa dem zweifachen Wert des eben 
erwihnten Anteiles an dem in der Gelatine gebundenen Benzoy! 
(0,64°/, Methyl = 2 x 2,23°/, Benzoyl). Es sind offenbar die in 
der Gelatine enthaltenen freien Aminogruppen, an denen der 
Benzoyl- bzw. @-Bromisocapronylrest relativ fest verankert war, 
durch Dimethylsulfat tri- und mit Diazomethan dimethyliert 


worden. 
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Die benzoylierte und die methylierte Gelatine wurden yon 
n-Natronlauge angegriffen, und zwar zeigte der zeitliche Verlauf 
der Hydrolyse interessanterweise bei allen angewandten Priiparaten 
eine gute Ubereinstimmung. Pepsinsalzsiiure, die die freie Gela- 
tine, wenn auch nur in “maBigem Umfang, angriff, vermochte 
weder die benzoylierte noch die methylierta Gelatine abzubauen. 
Trypsin—Kinase spaltete die benzoylierte und methylierte Gela- 
tines In der ersten Zeit der Einwirkung des genannten 
Fermentkomplexes verlief die Hydrolyse der freien Gelatine 
rascher als diejenige der gekuppelten Priparate. Am _ lang- 
samsten angegriffen wurde die benzoylierte Gelatine. Dab 
Krepsin ohne KinfluB auf die Gelatine und ihre Derivate war, 
war von vornherein zu erwarten. 








Uber die hochmolekularen Saduren des Japanwachses. 


Heneikosan-dicarbonsaure-(1,21), C,,H,,0,. 
Von 
Bonifaz Flaschentriiger und Friedrich Halle. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juni 1930.) 


Wir beschaftigen uns im Rahmen von Untersuchungen iiber 
den intermediiren Fettstoffwechsel!) seit langerer Zeit mit der 
Darstellung von w-Aminosiuren.*) Zur Fortsetzung dieser Arbeiten 
bendtigten wir besonders hochmolekulare w-Aminosiuren, die am 
leichtesten durch halbseitigen Abbau hoher endstandiger Dicarbon- 
siiuren zugiinglich sind.%) Zuniichst sollte uns fiir die Darstellung 
einer w-Aminosiiure mit 20 C-Atomen die im Japanwachs vor- 
kommende Japansiiure HOOC. (CH,),,.COOH als Ausgangsmateriil 
dienen. Beim Versuch, im Jahre 1926 diese Dicarbonsdure in 
gréBerer Menge aus dem Naturprodukt zu isolieren, stieBen wir 
auf Unstimmigkeiten im Schrifttum und kamen nach mehrjahriger 
Arbeit zu einigen neuen Erkenntnissen iiber die Zusammensetzuny 
der hochmolekularen aliphatischen Siiuren des Japanwachses, von 
denen wir hier berichten méchten.*) 

Geschichtliches zur Japansiure. Das Japanwachs ist ein 
Glycerid verschiedener Fettsiiuren, die zum weitaus iiberwiegenden Teile 
aus Palmitinsiiure bestehen. Neben anderen findet sich darin in relatiy 
geringer Menge (1°/,) die Japansiiure oder Nonadecan-dicarboasiéure-(1, 1%). 
Sie wurde von Eberhardt*) entdeckt und mit der Formel C,,H,,0, be- 
zeichnet, Geitel und van der Want’) hielten sie fiir C,.H,,O, und gaben 
ihr den Namen. Erst Schaal’) hat ihre Zusammensetzung als C,,H,,0, 
sichergestellt, die von Tassily) bestiitigt wurde: Schmelzp. 117°, 117,5 , 
117,9°. Nach Beginn unserer Arbeit haben sie 1928 L. Ruzicka, Stoll uni 
Schinz*®) aus dem Japanwachs von Schmelzp. 115° isoliert, elextrosynthe- 
tisch vom Schmelzp, 111—113° und durch Abbau aus Cycloheneikosanox 
vom Sehmelzp. 118—120°"°) erhalten. SchiieBlich haben 1929 Chuit m 
Hausser!') die Japansiiure durch Malonestersynthese aus dem Dibromhept«- 
decan-(1,17) aufgebaut: Schmelzp. 123°. 

Unsere Aufarbeitung des Japanwachses. — Wir stiitzen 
uns zuerst bei der beabsichtigten Isolierung der Japansiure a 
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die Angaben Schaals, der nach der Verseifung des Japanwachses 
die Palmitinsiure aus dem Fettsiiuregemisch im Vakuum abdestil- 
lierte und den hodher siedenden Destillationsriickstand im Hoch- 
yakuum fraktionierte, bis er 1°/, reines Produkt erhielt. In einem 
Vorversuch mit 190 g Wachs erhielten auch wir 0,63°/, einer 
Sure mit den angegebenen Eigenschaften. 

Beim Hauptversuch mit 100 kg Japanwachs war es aber 
unméglich, die Destillationsriickstinde der abdestillierten Palmitin- 
siure weiter im Hochvakuum zu fraktionieren. Sie wurden durch 
Veresterung und Wiederverseifung und mehrmalige fraktionierte 
Umkrystallisationen gereinigt, wobei nur die schwerstlislichen 
Fraktionen beriicksichtigt wurden; die léslichen Anteile, als ,,Nach- 
siuren“ bezeichnet, wurden spiiter untersucht (S. 129 u. 133). Wir 
bekamen 932 g = 0,932°/, rohe Fettsiure, die der Japansiiure 
Schaals vom Schmelzp. 118—119° zu entsprechen schien (vgl. 
dazu Tabelle 8S. 131). 

Bei Reinigungsversuchen erwies sich diese Siure zu unserer 
Uberraschung trotz einheitlichen Schmelzpunktes keineswegs als 
Japansiure, sondern als ein sehr uneinheitliches Gemisch ali- 
phatischer Siuren. Durch eine Auftrennung konnte seine Zu- 
sammensetzung zum Teil geklirt werden. 


Auftrennung der Saure vom Schmelzp. 118—119° in Eikosan- 
carbonsaure-(1), C,,H,,0,, Schmelzp. 74° und Heneikosan-dicarbon- 
sdure-(1,21), C,,H,,0,, Schmelzp. 127,5°. 

Die Schwierigkeit der Auftrennung von Gemischen héherer 
Fettsiuren ist in der neuesten Literatur schon oft diskutiert 
worden, siehe die Mitteilungen von Escher?’), die Arbeiten iiber 
die falschlich als C,,H,,O, angesprochene Arachinsiiure des Erd- 
nuBéls, die von Holde, Bleyberg und Rabinowitsch!’) als 
Gemisch erkannt wurde, ferner die Diskussion zwischen Klenk") 
und Levene und Taylor!) iiber die aliphatischen Siiuren der 
Verebroside. 

Im Einzelfalle kann nur eine den Umstinden angepaBte 
gliickliche Kombinierung altbekannter Methoden zum Ziele fiihren 
wie es die fraktionierte Umkrystallisation, Fallung, Vakuumdestil- 
lation, die Veresterung und Verseifung sind. 

Es gelang, aus dem Siduregemisch (Schmelzp. 118—119” 
durch eine Reihe wiederholter Hochvakuumfraktionierungen der 


| Methylester, durch Verseifen, Wiederverestern und fraktioniertes 


Umkrystallisieren zwei Siuren zu isolieren. 
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Schmelzpunktstabelle der normalen Dicarbonsiauren. 











































C,H, ,_.0, nee aaa 
in 
2 Oxalsiiure . ...... 189,5 
8 Malonsiure ..... . 135,6 
4 Bernsteinsiiure . . .. . 185 
5 Glutarsiure ..... . 99 Kerr “‘) 
6 Adipinsiure . . . . . . 153,5 
7 Pimelinsiiure . . . . . . 106 
8 Korksiure . ..... . 144 
9 Azelainsiure . . ... . 108  Verkade*’) 
10 Sebacinsiure . .... . 134,5 
11 Nonandicarbonsiiure . . . 111 = 
12 Decandicarbonsiiure . . . 129 “) 
13 Brassylsiiure . . . . . . 114 
14 Dodecandicarbonsiiure. . . 126,5 ad | 
15 Tridecandicarbonsiure . . 114,8 *') 
16 Thapsiasiiure. . . . . 125 a 
17 Pentadecandicarbonsiiure. . 118 " 
18 Hexadecandicarbonsiiure .. 124,8 ~ 
19 Heptadecandicarbonsiiure — . 120,5 1°) 
20 Octadecandicarbonsiure . . 125 $6) 
21 Japansiure. . . ... . 123 #4) 
22 Eikosandiecarbonsiiure . . . 124 40) 
23 Heneikosandicarbonsiiure. . 127,5 diese Mitteilung 
26 Tetrakosandicarbonsiiure. . 123,5 a 
Octakosandicarbonsadure 
; ‘ . Spi 
84 Dotriakontandicarbonsiiure . 123 =) ko 
Sal 
In den ersten niedersten Fraktionen fand sich in geringer my 
Menge (0,06°/, des Japanwachses) eine Monocarbonsiure, die : 
0 


Hikosan-carbonsiure-(1) vom Schmelzp.74°, die von Le Sueur 
und Withers?*) zuerst gefunden, spiiter von Levene und Taylor’: 
synthetisiert und von Morgan und Holmes!) bestiitigt wurde. 
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Schmelzpunktskurve der normalen Dicarbonsiuren. 
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In den héchsten (von héchstem Schmelz- und Siedepunkt) 
Spitzenfraktionen fand sich in gréBerer Menge (0,3°/, des Japan- 
wachses) eine neue Dicarbonsiure, die Heneikosan-dicarbon- 
siure-(1,21), C,,H,,O,, Schmelzp. 127,5°, von der wir bis jetzt 

rer etwa 200 g isolierten. Ks wurden folgende Ester dargestellt: 
Hie Monomethylester, Schmelzp. 87°; Dimethylester, Schmelzp. 70,8°; 
at Monoithylester, Schmelzp. 83,3°; Diithylester, Schmelzp. 61,5°. 


Diese Siure 





stellt die héchstmolekulare, 
hichstsiedende und héchstschmelzende des Japanwachses dar. Sie 


schwerstlésliche, 
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Schmelzpunktstabelle der normalen Dicarbonsiure-di-ester, 











Di-ester 


von 


Oxalsiure 

Malonsiiure 
Bernsteinsiiure 
Glutarsiure 

Adipinsiiure 
Pimelinsiiure . 
Korksiiure . 
Azelainsiiure . 
Sebacinsiure . . 
Nonandicarbonsiiure 
Decandicarbonsiiure 
Brassylsiure . 
Dodecandicarbonsiiure 
Tridecandicarbonsiiure 
Thapsiasiure . ; 
Pentadecandicarbonsiiure 
Hexadecandicarbonsiure . 
Heptadecandicarbonsiure 
Octadecandicarbonsiiure . 
Japansiiure . 
Eikosandicarbonsiure . 
Heneikosandicarbonsiure 


Tetrakosandicarbonsiure 


Octakosandicarbonsiiure . 


Dotriakontandicarbonsiure 





Schmelzpunkte der 
Dimethylester 
in 0 


-. 


—59,6 Ceder **) 


0° C6) 
— 37,4 **) 
8,5 *) 
—20,6 *) 
8,1 ™) 
nm BS ™) 
23 Griin u. Wii th %”) 
31 32) 
56 
2s. *) 
2s |**) 
51,6 34) 
62,8 *') 
60 *) 
60,2 *') 
66 14) 
65.8 **) 


70,8 diese Mitteilung 


*) C-Atomzah! der Siiuren. 





Schmelzpunkte 
Diithylester 
im ° 


— 40,5 
- 49,8 
— 20,8 
—24,1 *) 
—21 van Rysselber, 
—23,8 %) 
5,9 %*) 
—16 »*) 
1,25 


16 
20 ie 
27 

30 ms 
39 
41,6 ° 
48,2 
49,2 
55 
57 
56 33) 

61,5 diese Mitteilu 


66 $8) 
75 19) 
80%) 


ist bisher noch nicht bekannt und bildet das letzte Glied in du 
Reihe der normalen aliphatischen Dicarbonsiuren mit ungerade? 
Kohlenstoffatomzahl. 








Schmelzpunktskurven 
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der normalen Dicarbonsiiure-di-ester. 
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Fig. 2. 
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Schmelzpunktstabelle der normalen Dicarbonsiuremonoester, 














Dini iliteats Schmelzpunkte der Schmelzpunkte de; 
Monomethylester Monoithy lester 
eit in ° in ° 

Oxalsiure 
Malonsiure — 13,2 Contzen-Crowe: 
sernsteinsiiure 58 os * 
Glutarsiiure 
Adipinsiiure .. 3 29 
Pimelinsiiure . 2... . 10 
Korksiiure. . .. . |ea. 10 Chuit u. Hausser*") 25 
Azelainsiiure. . . .. 3 *) 32 Robinson‘ 
Sebacinsiiure. . . . . 41 Noller u. Adams *°) 36,8 eigene Messuny 
Nonandicarbonsiiure . eca.40 = 1°) 
Decandicarbonsiiure ' 52. Lycan u. Adams*!) 
Brassylsiure . . . . . 57,5 4°) 
Dodecandicarbonsiiure . 62°) a6 * 
Tridecandicarbonsiiure 
Thapsiasiiure. . . . . | es 
Pentadecandicarbonsiure 
Hexadecandicarbonsiiure . 1 * 
Heptadecandicarbonsiiure 
Octadecandicarbonsiure . 
Japansiiure , 
Kikosandicarbonsiure . 
Heneikosandicarbonsiiure 87 diese Mitteilung 83,3 diese Mitteilun. 


*) C-Atomzahl der Siauren. 


Ihre Bruttoformel ist durch ihre Analyse und Analysen ver- 
schiedener Esterderivate sowie durch Titration bewiesen (vgl. 
im Versuchsteil). Ihre Konstitution als unverzweigte Kette war 
von vornherein durch ihr Vorkommen im Naturprodukt neben § 
anderen normalen Fettsiiuren wahrscheinlich. So gut wie sicher- re 
gestellt ist sie durch die Schmelzpunkte der Saéure und ihrer 


Kster, die sich in das Gesetz der Schmelzpunktszunahme in der 
homologen Reihe, dargestellt durch die bekannten Schmelzpunkts- 1 
kurven, einordnen lassen. Py 
Man kann die Zugehérigkeit zur normalen Reihe und die Zah! Ja 
der Kohlenstoffatome eines Kettenmolekiils durch réntgenspektrographise!ie da 
Messungen der Identititsperioden des Krystallgitters bestimmen nach Me- Ai 


thoden, die seit 1923 von englischen und franzésischen Physikern ausgearbeitet 
werden und sowohl nach der praktischen Seite entwickelt, als auch nach 
der theoretischen Seite hin gedeutet worden sind. Von diesen sehr zal: 





















Uber die hochmolekularen Siiuren des Japanwachses. 127 


er, schmelzpunktskurven der normalen Dicarbonsiiuremonoester. 
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or reichen réntgenographischen Untersuchungen aliphatischer Verbindungen 
rer @& scien hier nur die naheliegendsten genannt von Alex Miller’), Shearer ’’) 
ler libbs*), Trillat®), Piper’’), Normand, Ross und Henderson”), vgl. 
~ wich W. Bragg*®) und W. P. Davey). Der eine von uns (H). hat im 
Mineralogisehen Institut der Universitit Leipzig, unterstiitzt von Herrn 
Professor Schiebold, begonnen, nach diesen Methoden die Fettsiiuren des 
uh Japanwachses auch durch Rontgendiagramme zu identifizieren. Es wird 
he dariiber spiter zu berichten sein. Folgende vorliufige Resultate stiitzen dic 
le) @ <Avnahme einer unverzweigten Kettenstruktur, wenn man die schon ver- 
tet ilentlichten Werte fiir die Homologen beriicksichtigt. 
rh 
ae Heneikosan-dicarbonsiure: d, = 24,1 k 


Diiithylester: ne = 344 A. 





g* 
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Uber den Zusammenhang der neuen Dicarbonsaiure mit der 
homologen Reihe. 


Kine kurze Betrachtung der neuaufgefundenen Heneikosan- 
dicarbonsiiure im Vergleich zu den Homologen mag durch die 
interessante Stellung des Schmelzpunktes gerechtfertigt sein. 

Seit der ersten Anregung durch Adolf v. Baeyer?") sind 
die RegelmiBigkeiten und Alternationen der Ejigenschaften in 
homologen Reihen erst in letzter Zeit mehr und mehr Gegen- 
stand zahlreicher Studien geworden. Wir erinnern nur an die 
zusammenfassenden theoretischen Betrachtungen iiber die Zick 
zackstruktur der Kohlenstoffketten von Pauly*§), von Stark? 
uud von Nekrassow*®) und weisen auf die tatsiichlichen Fest- 
stellungen solcher Kettenstrukturen durch réntgenspektrographische 
Messungen langkettiger Verbindungen oben genannter Autoren! - 
hin. Der regelmibige Zuwachs der groBen Identititsperiodc:: 
des Krystallgitters pro C-Atom beim Aufstieg in einer homo- 
logen Reihe alterniert auch zwischen den ungerad- und gerad- 
zihligen Gliedern analog den Schmelzpunkten und anderen Kon- 
Stanten. 

Die Dicarbonsiiurereihe ist nun kiirzlich durch die Arbeiten 
von Chuit®), Ruzicka’), Fairweather*’) so weitgehend ver- 
volistiindigt worden, daB sie niichst den Grenzkohlenwasserstofien 
die am weitesten fortgesetzte Reihe ist. Sie nimmt eine Sonder- 
stellung ein. Wihrend in allen anderen Reihen die Schmelz- 
punkte mit steigendem Molekulargewicht auch ansteigen, ist das 
in der Dicarbonsiiurereihe nur bei den ungeradzahligen der Fall. 
Die Schmelzpunkte der geradzahligen fallen mit zunehmende: 
C-Zahl einem scheinbaren Grenzwert zu. Die beiden Schmelz- 
punktskurven (Koordinaten: Schmelzpunktstemperatur, Kohlen- 
stoffatomzahl) laufen nach einer Zeichnung von Fairweather” 
spiegelbildlich aufeinander zu, als ob sie sich dem Grenzwer' 
asymptotisch niherten. Chuit hat, als mehr Daten vorlagen, die 
Kurve vollstiindiger konstruiert; demnach steigt die Schmelz- 
punktskurve der ungeradzahligen Dicarbonsiiuren im Gegensatz 
dazu linear an. 

Der Schmelzpunkt der neuen Siture mit 23 C-Atomen fig 
sich nun diesem linearen Anstieg ein, ist aber bemerkenswerter 
weise so hoch, daB er iiber die Schmelzpunktsreihe der gerad- 
zahligen Dicarbonsiiuren zu liegen kommt, so dab sich beide 


- 


‘ 
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Kurven entgegen friiheren Annahmen in der Gegend von ©, 
schneiden. 

Wir méchten kurz erwihnen, dab der Schmelzpunkt als 
Funktion der Gitterenergie und damit auch der Molekiildimension 
und -struktur betrachtet werden kann. Noch ist allerdings die 
klare Formulierung dieser an anderen Fiillen viel studierten 
Funktion nicht zu lésen. 

Die Herkunft der tabellarisch zusammengestellten und den 
abgebildeten Kurven zugrunde gelegten Daten ist, soweit sie nicht 
dem ,Beilstein“ entnommen sind, durch Literaturzitate gekenn- 
zeichnet. Bei der Auswahl der Schmelzpunkte aus den zahl- 
reichen abweichenden Angaben wurde prinzipiell der héchste be- 
kannte Wert eingesetzt, um nicht mit elmer gewissen Willkiir 
verfahren zu miissen. Man sieht, daB auch die Esterkurven die 
normale Konstitution der Siure stiitzen. 


le 


. Versuche zur Isolierung der Japansaure aus den restlichen 
, Fettsauregemischen. 


Untersuchung der Mittelfraktion der Siure, Schmelz- 
punkt 118—119°, — Nach Isolierung der Eikosancarbonsiiure 
aus den Anfangsfraktionen und der Heneikosandicarbonsiure aus 
den Spitzenfraktionen wurden die Zwischenfraktionen des im 
Hochvakuum  destillierten Gemisches wiederholt auseinander- 
iraktioniert und den verschiedenen Reinigungsoperationen unter- 
worfen, um weitere Komponenten, besonders Japansiiure, zu 
isolieren. Es gelang jedoch nicht, eine einheitliche Substanz ab- 
zutrennen; es handelte sich immer wieder um (Gemische der schon 
definierten Saéuren mit geringen Beimengungen unbestimmbarer 
Natur. Die Eigenschaften dieser Mittelfraktionen machten ein 
Vorhandensein der Japansiiure in diesen Anteilen nicht glaubhatt. 

Untersuchung der Nachsiuren, — Die erneute <Aut- 
indung der Japansiiure durch Ruzicka, Stoll und Schinz’) 
veranlaBte uns, auch die sogenannten ,,.Nachsiiuren“ (S. 121, 133) 
eingehend zu untersuchen. Diese Siiuregemische, Schmelzpunkt 
zwischen 108 und 119°, waren zweite und dritte Krystallisations- 
traktionen von der Reinigung der rohen Fettsiiuren, die als 
Trennung auf nassem Wege der ‘Trennung durch Destillation 
voranging. 

Durch Destillation dieses Gemisches als Séure im Hoch- 
vakuum wurden 15 Fraktionen vom Schmelzp. 70,3—121,8° er- 
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halten. Aus der hoéchstschmelzenden Fraktion konnte eine ])i- 
carbonséure mit folgenden Daten isoliert werden: 


Dicarbonsiure, Schmelzp. 121,5°. 
C,,H,,O,  Aquiv.-Gew. 178,2 Ber. 70,73 °/, C 11,31 °/, H 
Gef. 179,2 70,44 11,52 
179,8 70,15 11,42 
Dimethylester, Schmelzp. 60,0°. 
Diiithylester, Schmelzp. 50,2°. 
C.3H,,0,4 Ber. 


72,749), © 11,73 9/, H 
Gef. 72,97 
7 


9 11,91 
49 11,71 

Nach den Angaben von Chuit und Hausser!?) iiber die 
synthetisierte Japansiure (Schmelzpunkt vgl. Tabelle), kann die 


Saure nicht als reine Japansiiure angesprochen werden, da ihr 


Schmelzpunkt und die Schmelzpunkte der Ester zu niedrig sind 
und Bestimmungen von Mischschmelzpunkten mit Proben, die 
uns freundlicherweise von den genannten Autoren zur Verfiigung 
gestellt worden waren, geringe Depression zeigten: Chuit Schmelz- 
punkt 123°, unsere Séure Schmelzp. 121,5°, Mischschmelzp. 118,2”. 

Wir halten das Produkt (etwa 0,1°/, des Japanwachses) fiir 
unreine Japansiure, die sehr schwer abzutrennende Beimengungen 
enthilt, auf die die Schmelzpunktsdepression zuriickzufiihren ist. 

Die Verschiedenheit unserer Befunde iiber die Zusammei- 
setzung der sauren Bestandteile des Japanwachses von den 
Resultaten, die Ruzicka und Mitarbeiter angeben, laBt sicl: 
widerspruchslos durch den verschiedenen Gang der Aufarbeitung 
erkliiren, da die Hochvakuumfraktionierung jeweils mit wesentlich 
verschiedenen Anteilen der Siiuren des Wachses ausgefiihrt wurden. 

Ruzicka hat 3 kg Japanwachs verseift und nach der Ab- 
destillation der Palmitinsiiure den gesamten Destillationsriickstand 


als Athylester weiter destilliert, wobei er schlieBlich 5,6 °/, (au! 


Japanwachs bezogen) wegen Zersetzung undestillierbaren Riick- 
standes behielt. Die Trennung des Destillates im Hochvakuum 
lieferte lige bis salbige Fraktionen, aus denen eine Dicarbon- 
siiure vom Schmelzp. 115° isoliert werden konnte. Diese erwies 
sich durch das daraus hergestellte Ringketon und Vergleich des- 
selben mit dem entsprechenden Keton aus synthetischer Siure 
als Japansiiure. 

Wir haben zuniichst gerade die héchstsiedenden 6,6 °/, nacl: 
vorheriger Reinigung riickstandslos destillieren kénnen und nur 
krystallisierte Fraktionen erhalten, aus denen die beiden neue: 
Siiuren, aber keine Japansiure isoliert werden konnten. |) 





Ubersicht tiber die Zusammensetzung und Aufbereitung des Japanwachses.’ ) 
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sonifaz Flaschentriger und Friedrich Halle, 


niedriger siedenden Nachfraktionen aus den Mutterlaugen der 
Reinigung fanden wir eine noch nicht ganz einheitliche Substanz, 
die als unreine Japansiure angesehen werden mub. 


Versuchsiteil. 


Aufarbeitung des Japanwachses in Saure (Schmelzp. 118—119') 
und Nachsdure (Schmelzp. 108—119°). 


1926 bezogen wir durch das Handelshaus Becker in Hamburg 
von der heute nicht mehr bestehenden Firma Kitagumi, Kawachi& Co, 
in Kobe, Japan, Japanwachs, Marke 1. Kennzahlen: 

Schmelzp. 43,7—49,7°, KE. 42,2°, SZ. 17,6, Unverseifbares 0,45 °/). 

100 kg Wachs wurden in 100 Liter warmem Alkohol gelést, 
mit 55 Litern 46 °/,iger Kalilauge portionsweise in einem groben 
Autoklaven bei 95° und 1,3 Atm. verseift und die alkoholische 
Seifenlésung mit viel heiiem Wasser verdiinnt. Die Fettsiuren 
wurden heiB mit Salzsiiure ausgefillt, gewaschen, mit Wasser 
umgeschmolzen und bei 120° an der Luft getrocknet. Es waren 
89,5 kg = 89,5°/, vom Schmelzp. 57—59°. 

Aus diesem Fettsiiuregemisch destillierten wir die niedrig- 
siedenden Siiuren, in der Hauptmenge rohe weibe Palmitinsiure, 
im ganzen 68,1 kg = 77°/, des Gemisches, in Hinzeldestillationen 
mit 2000 ¢ Einsatz aus Schliffkolben nach Claisen mit Hilfe 
einer Pfeiffer-Olpumpe bei 0,2 mm bis 200° ab. Es _hinter- 
blieben 18,88 kg = °/, braune Destillationsriickstinde, in 
denen die Japansiure angereichert sein muBte. 

In den mit Kiltemischung gekiihlten Vorlagen der Destillation 
waren, auf Japanwachs berechnet, neben 0,3°/, Wasser noch 
0,025 °/, = 25 g Onanthol aufgefangen worden, das wahrscheinlich 
als Spaltstiick einer ungesiittigten Saiure bei der Behandlung des 
Wachses entstanden ist. 

Die Destillationsriickstiinde liefen sich wegen eintretender 
Zersetzung nicht im Hochvakuum weiter fraktionieren. Da mehrere 
Umkrystallisationen nicht zu einer Reinigung geniigten, schlugen 
wir zur weiteren Isolierung der Japansiure den Weg iiber die 
Kster ein. 18,38 kg der Riickstiinde wurden in Portionen von 
500 ¢ in 8 Litern absolutem Methanol mit 150 ccm konz. Schwefel- 
siiure durch 10 stiindiges Kochen in Methylester iibergefiihrt. Bei 
diesen Veresterungen blieben die unverseifbaren Bestandteile und 
die harzigen Verunreinigungen, im ganzen etwa 3 kg = 3°/, als 
ziihiliissiges Ol zuriick, von dem die Methylesterlésung heiB de- 
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kantiert wurde. Beim Abkiihlen der methanolischen Esterlisung 
fielen die schwerstléslichen Methylester als erste Fraktion von 
3,927 kg = °/, (Schmelzp. etwa 57°) aus. Durch Einengen der 
Mutterlauge wurde eine zweite Esterfraktion gewonnen, sogenannter 
Nachester, dessen Menge 2,635 kg = °/, betrug, zusammen 
6,562 kg. 

Von dem Gedanken geleitet, daB die schwerstléslichen Fett- 
siuren und Ester auch die hichstsiedenden und héchstmolekularen 
sein werden, versuchten wir eine weitere Anreicherung der Japan- 
siure durch Verseifung und Umkrystallisationen unter Beriick- 
sichtigung der schwerstléslichen Fraktionen zu erzielen, bevor 
wir im Hochvakuum fraktionierten. 

Die erste Methylesterfraktion von 3,927 kg wurde in 
50 Litern Methanol mit 1,200 kg Kaliumhydroxyd 3—4 Stunden 
verseift und die in der Kilte unldsliche braune Seife, 3,300 kg, 
abgesaugt. Durch Einengen der dunkelroten Mutterlauge wurde 
eine zweite Fraktion gewonnen: 300 g = 0,3°/, Nachseife. 

Aus der ersten Seifenfraktion wurden die Fettsaiuren in Freileit 
gesetzt (2,300 kg = °/,) und aus 37 Liter Chloroform umkrystalli- 
siert. Wir erhielten so als erste Fraktion eine noch leicht hellbraun 
gefirbte Siure vom Schmelzp. 118—119° in einer Menge von 
932 g¢ = 0,932°/,. Diese Siure muBten wir zuniichst nach den 
Angaben der Literatur fiir noch nicht ganz reine Japansiiure 
halten. Eine Reihe von Probeversuchen lieB aber die Un- 
einheitlichkeit der Substanz erkennen. Der Schmelzpunkt lieB 
sich durch eine Reihe von Umkrystallisationen aus wechselnden 
Lisungsmitteln bis auf 124° bringen, durch Hochvakuumdestillation 
bis auf 125,5°. Die Mikroanalyse nach Pregl ergab mittlere 
Werte fiir C,,H,,O, Durch Titration ermittelte Aquivalent- 
gewichte lagen iiber dem Werte fiir Japansiiure und deuteten 
auf beigemengte hdhere und Dicarbonsiuren, JDiese ‘Tatsachen 
veranlaBten uns zu der folgenden systematischen Aultrennung 
durch fraktionierte Hochvakuumdestillation, bei der aus diesem 
Fettsiiuregemisch vom Schmelzp. 118—1i9° zwei neue Siiuren 
isoliert, aber keine Japansiure gefunden werden konnte. 

Die zuniichst vernachlissigten zweiten Fraktionen aus den 
Mutterlaugen: 2,635 kg Nachester, 300 g Nachseife und 0,272 g Nach- 
siiure wurden vereinigt in Siure iibergetfiihrt und umkrystallisiert 
und lieferten ein als umkrystallisierte ,,.Nachsiiture* Schmelz- 
punkt 108—119° bezeichnetes Produkt, das spiiter zur Suche 
nach der Japansiure herangezogen wurde (vgl. S. 129). 
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Die Auftrennung der Saure vom Schmelzp. 118—119° in Eikosan. 
carbonsaure-(1) und Heneikosan-dicarbonsaure-(1,21). 


Wir fiihrten unsere Siure vom Schmelzp. 118—119° in den 
Methylester iiber und trennten dieses Estergemisch durch Destil- 
lation im absoluten Vakuum in Fraktionen I—XI auf, von denen 
ein l'eil wieder im Hochvakuum fraktioniert wurde, bis annithernd 
homogene Fraktionen resultierten, die wir auf nassem Wege weiter 
isolierten. Es seien hier nur die Ergebnisse der ersten Haupt- 
fraktionierung tabellarisch und graphisch wiedergegeben und 
kurz darauf hingewiesen, daB uns nomogrammatische Extra- 
polationen auf der Suche nach Mischungskomponenten den richtigen 
Weg weisen konnten. 

Die Schmelzpunkte der einzelnen Fraktionen bilden eine 
Kurve, aus deren Steigen und Fallen man schon erkennt, dat 
es sich in dem auseinanderfraktionierten Gemisch um mindestens 
3 Komponenten handeln muf. Die Kurve der Analysenwerte 
brachte noch weitgehendere Aufschliisse. Die ersten niedrig- 
schmelzenden Fraktionen sind kohlenstoffreicher, und da es des 
niederen Siedepunktes wegen keine héheren Homologen der in 
den hdherschmelzenden I’raktionen vorliegenden Dicarbonsiiure 
sein konnten, mufte es sich um Ester anderer kohlenstoffreicheren 
Siiuren, wahrscheinlich Monocarbonsiiuren handeln. Die héchst- 
schmelzenden Fraktionen entsprechen ihrer Analyse nach einer 
Dicarbonsiiure mit 23 Kohlenstoffatomen. In den Zwischen- 
fraktionen kénnte es sich im Di-Methylester der Japansiiure (C,, 
handeln. 


Zur Fraktionierung im Hochvakuum. 


Die Destillationen im absoluten Vakuum wurden mit dem 
ausgezeichneten Hochvakuumaggregat der Firma Pfeiffer-Wetzlar 
ausgefiihrt. Das Vakuum war aufer im Destillationskolben stets 
praktisch absolut, d. bh. unter 0,001 mm und wurde mit einem 
kleinen ‘Teslatransformator, wie sie als Hochfrequenzapparate 
im Handel sind, gemessen, bis keine Leuchtentladung mehr statt- 
fand.**) Diese kleinen im Laboratorium noch zu wenig bekannten 
Teslainduktoren sind apparativ auferordentlich viel einfacher und 
billiger als das Kathodenrohr, weil man von auBen an jeder 
Stelle des Aggregates sofort den Innendruck feststellen kann. 
Dabei sieht man auch, daB die iiblichen Messungen eines Vakuum 
mit einem Macleod-manometer im NebenschluB gar niclits iiber 
den Druck im Destillationskolben aussagen. In unserem Falle 
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Hauptfraktionierung des Methylesters. 
Metallbad, Héhe der Dampfsiiule 5—8,5 em. 








Destilliert Umkrystallisiert 

















‘r. Zeit “lo = Mikro-Preg] 
i priya 11Std.  g °, Japanw. : E : 
ner | i. =Kilo] @ * %C |%, H 
I | 110—137,5°| 95 2.7 2,5 | 0,019 | 51,5° 74,69 12,51 
Il | 136—147 40 | 4,5 4,2 0,032 56,3 = (73,9) _ 
IT | 145—155 SO | 15,9 | 14,9 0,113 | 63,4 | (73,4) ) — 
LV | 150—158 115 | 14,2 | 13,8 | 0,101 66,8 , 72,85 11,74 
V | 155—160 55 | 11,5 10,7 0,082 | 68,0 | 72,26 11,53 
VI | 156—164 30 9,5 8.9 0,067 | 69,5 72,27 11,64 
VII | 162—171 35 10,8 10,1 0,077 | 69,9 72,68 11,98 
VIIL | 160—170 | 105 12,8 11,9 0,091 70,1 | (72,8) | — 
iX | 160—175 30 9,1 8&5 0,065 | 69,8 72,63 11,48 
X | 160—175 45 6,4 6,0 0,045 | 69,0 72,73 11,84 
XI 160 30 4,8 4,5 | 0,084 | 63,2 72,54 11,87 
R — — 4,8 4,5 0,034 — _ — 
Mittelwert — |— | — — 66,89 — — 
Einsatz — |i | 100 0,760 67 a _ 


Wiederholung der I. Hauptfraktion. 
Elektrisches Luftbad, Hohe der Dampfsiiule 15 ccm. 
I’ | 100—140° | 165 16,5 4,9 | 0,036 | 51,89 75,44 12,31 


haben wir im Kolben nur den Druck der destillierenden Dampt- 
siule, deren Héhe wir in der Tabelle angeben. Von einem Siede- 
punkt kann man bei Jlangsamen Fraktionieren nicht sprechen. 

Die hochschmelzenden und leicht erstarrenden Fettsiiuren 
lassen sich nicht ohne weiteres in den gewodhnlichen Fraktionier- 
kolben etwa mit einer Spinne fraktionieren, da die Rohre sich 
durch das erstarrende Material verstopfen. Wir bedienten uns 
eines einfachen Destillationskolbens mit bis 2m langen und 2 ecm 
weiten geneigten Ancatzrohr und schmolzen die sofort erstarrenden 
Destillate in Fraktit en der Reihe nach herunter bis an die ge- 
wiinschten gekiihlten + cellen, wo sie wieder krystallisierten. Durch 
Abschneiden des Rohres sind die Fraktionen nach der Destillation 
leicht herauszunehmen. 

Wichtig ist ferner die Destillationsreinheit der Fettsiiuren 
oder Ester. Die Substanz muB so rein sein, daB sie fast riick- 
standslos abdestilliert werden kann und der Versuch nicht wegen 
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Hauptfraktionierung des Methylesters. 
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eintretender Zersetzung abgebrochen werden muB. Daran scheiterten 
schlieBlich alle Versuche der mit der Aufarbeitung des Japan- 
wachses beschiiftigten Autoren, und es gingen ihnen gerade die 
hichstsiedenden Anteile verloren. AuBerdem besteht dann stets 
die Gefahr, durch die langsam eintretende Zersetzung, die zumeist 
in einer Decarboxylierung besteht, verinderte Derivate, Mono- 
carbonsiiuren, Ketone oder Kohlenwasserstoffe zu erhalten, die 
zu Tiiuschungen iiber die wirkliche Zusammensetzung des Aus- 
gangsmaterials fihren kénnen. 


Eikosan-carbonsaure-(1). 


Aus der ersten Fraktion I der Hochvakuumdestillation wurden 
nach dreimaliger weiterer Auscinanderfraktionierung, nach Um- 
krystallisieren, Verseifen, Verestern und Wiederverseifen schlieBlich 
die Kikosancarbonsiiure-(1), C,,H,,0,, von konstantem Schmelzp. (4 











ret 














Uber die hochmolekularen Siuren des Japanwachses. 137 


in einer Menge von 3g isoliert, die bei Gesamtaufarbeitung 60 g = 
006°), des Japanwachses betragen wiirde (Niheres vgl. Disser- 
tation Halle.) 

Methylester, Schmelzp, 49,5° 


Siiure C,,H,,0, Mol.-Gew. 326,3 Ber. 77,22 °/, C 12:97°/, 
Gef. 324 Gef. 77,07 12,91 
322 17,29 13,00 
Methylester C,,.H,,O, Ber. 77,57 13,03 
Gef. 77,62 13,10 
77,54 12,91 


Methodisches zur Kennzeichnung hoher Fettsauren. 


Schmelzpunktsbestimmung. — Die Schmelzpunkts- 
unregelmaBigkeiten, wie sie oft bei aliphatischen Siuren erscheinen, 
machen eine besonders genaue Bestimmung der Schmelzpunkte 
nitig, wie sie die gewOhnlichen Schmelzpunktsapparate nicht ge- 
wiihrleisten kénnen, weil ihre Badtemperaturen nicht konstant sind. 

Wir benutzten als Bad 1 Liter Schwefelsiiure—Wasser-Ge- 
misch (je nach Schmelzpunktstemperatur zusammengesetzt), das 
durch kriftige Rithrung auf konstant ansteigender Temperatur 
cehalten wurde. Als Thermometer dienten solche der Physikalisch- 
technischen Reichsanstalt, eingeteilt in 0,1° und geeicht. Die 
Fadenkorrekturen wurden addiert, so da alle Schmelzpunkts- 
angaben ,,korr.“ sind. Da das erste Schmelzen einer Substanz 

‘nach ihrer iuBeren physikalischen Beschatienheit oft bei etwas 
verschiedenen Temperaturen erfolgt, wurde das zweite Schmelzen 
der erstarrten Substanz und zwar das Ende des Schmelzvorganges 
als Schmelzpunkt angesehen. 

Analysen. — Die Analysen wurden nach Konstanztrocknung 
im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd nach Pregl mit etwa 
4,000 mg ausgefiihrt. Meist wurden wegen des hohen Wasser- 
wertes tiber 10°/, Blockanalysen angestellt. 

Titration. — Zur Bestimmung der Aquivalent- oder Mole- 
kulargewichte wurden konstant getrocknete Proben der Siiuren 
von etwa 100,0 mg in etwa 100 cem neutralem Benzol—Alkohol- 
Gemisch gelist und mit 0,08 n Kalilauge mit Phenolphthalein als 
Indicator titriert. 


Heneikosan-dicarbonsaure-(1,21). 


Die VIII. Hauptfraktion der Methylester schmilzt bei 70,1°. 
Sie wurde im absoluten Vakuum wieder in 6 Fraktionen auf- 
getrennt, wodurch der Schmelzpunkt bis auf 70,5° stieg. Die 
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Verseifung und Uberfiihrung in Siure und deren Umkrystallisation 
ergab eine Siure vom Schmelzp. 126,8°, deren Analysen und 
und Titrationswerte auf eine Dicarbonsiure mit 23 C-Atomen 
stimmte. Eine weitere Reinigung durch wiederholte Wieder- 
veresterungen und Wiederverseifungen und Umkrystallisationen 
riickte den Schmelzpunkt allmahlich bis auf 127,5° heraut, ohne 
an den Analysen- und Titrationswerten etwas zu iindern. Dadurch 
war die Homogenitiit als Heneikosan-dicarbonsaure-(1,21), C,,H,,0,, 
bewiesen. Sie wurde auf analogem, wenn auch lingerem Wege 
auch aus den Nachbarfraktionen in gréBerer Menge isoliert, ins- 
gesamt zu 200 g. 

Die neue Siiure krystallisiert aus Chloroform in monoklinen 
Krystallen, aus Alkohol in Blittchen. Sie ist sehr schwer léslichi 
in organischen Lésungsmitteln und, wie auch ihre Ester und 
Salze, bedeutend unléslicher als die Eikosandicarbonsaure uni 
deren Derivate. Die Léslichkeiten liegen in der GréBenordnung 
1: 1000 und darunter, in der Siedehitze sind sie ungefihr 1:60 
in Aceton, 1:30 in Chloroform und gréBer in Benzol und Alkohol. 
Die Ester sind in der Hitze wegen ihres niederen Schmelzpunktes 
leichter léslich. 

Der Dimethy lester krystallisiert in diinnen, durchsichtigen, flittrigen, 
schuppigen Blittchen vom Schmelzp. 70,8 ° 

Der Monomethylester, durch Halbverseifung des Di-esters ge- 
wonnen”), zeigt den Schmelzp. 87°. 

Der Diiithylester ist vom selben Habitus wie der Dimethylester, 
Schmeizp. 61,5°. 

Der Monoitithylester wurde durch Halbverseifung hergestelit, 
Schmelzp. 83,3°. 

Die Bruttoformel der Siiure ist dureh die itibereinstimmenden Ana 
lysen mehrerer Fraktionen als Siure, Mono- und Dimethyl-, Mono- und 
Diiithylester sowie durch Titration der Siiure und Halbesters sichergestelli. 


Dicarbonsiiure C,,H,,O, Aquiv.-Gew. 192,2 Ber. 71,81°/, C 11,54°), H 


Gef. 193  Gef. 71,73 11,55 

194 71,69 11,46 

Monomethylester C,,H,,0, Aquiv.-Gew. 398,4 Ber. 72,30 11,63 
Gef. 72,13 11,76 

72,04 11,75 

Dimethylester C,,H,,0, Ber. 72,75 11,73 
Gef. 72,66 1,79 

72,91 12,00 

Monoiithylester C,,H;,0, Mol.-Gew. 412,4 Ber. 72,75 11,73 
Gef. 410  Gef. 72,64 11,97 

Diiithylester C,,H,,0, Ber. 73,57 11,90 
Gef. 73,55 12,00 

73,62 11,96 














Uber die hochmolekularen Siiuren des Japanwachses. 


Zusammenfassung. 


100 kg Japanwachs wurden nach Hydrolyse und Abdestil- 


lieren der freien Palmitinsiiure auf hochmolekulare aliphatische 


en Siuren aufgearbeitet. Es wurden Kikosan-carbonsiiure-(1) zu 0,06 °/, 


he 7 
“3 ui 





id Heneikosan-dicarbonsiure-(1,21) zu 0,3°/ 
nach der Literatur zu 1°/, darin enthaltene Japansiiure konnte 


» aufgefunden. Die 


lo 


nicht mit Sicherheit erkannt werden. 
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44. Z. angew. Chem. 42, 448 (192%). 








Uber die Oxydation des Wasserstoffs und der Kohlenwasser- 
stoffe mittels Bakterien. 
Von 
J. Tausz und P. Donath. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Erd6lforschungslaboratorium des Institutes fiir chemische Technik, 
Techn. Hochschule Karlsruhe.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 1930.) 


DaB es Bakterien gibt die Wasserstoff oxydieren kénnen 
und auch solche Bakterien, die Kohlenwasserstoffe zu oxydieren 
imstande sind, ist bei der Bestindigkeit des Wasserstofis und bei 
der bekanntlich schwierigen Angreifbarkeit der Kohlenwasser- 
stoffe eine beachtenswerte Tatsache. Da die bakterielle Oxy- 
dation des Wasserstoffs und der Kohlenwasserstoffe bei Zimmer- 
temperatur verliuft, wihrend die Oxydation auf rein chemischem 
Wege erhdhte Temperaturen fordert, ist es méglich, mittels Bak- 
terien als Katalysatoren die Vorginge bei der Oxydation zu 
studieren und solche Reaktionszwischenprodukte nachzuweisen, die 
bei den energischen chemischen Oxydationsmethoden der Beob- 
achtung entgehen. 

Immerdorf'!) hat im Jahre 1892 gefunden, daB in Gegenwart von 
bakterienhaltiger Erde eine Vereinigung des Wasserstoffs und des Sauer 
stoffs erfolgt, dagegen bei Sterilisierung der Erde unterbleibt. 13 Jahre 
spiter hat H. Kaserer?*) genauere Untersuchungen iiber die bakterielle 
Wasserstoffoxydation ausgefiihrt und festgestellt, daB der von ihm isolierte 
Mikroorganismus (Bacillus pentotrophus) sowohl autotroph mit Hilfe der 
Oxydation von Wasserstoff Kohlensiure assimilieren konnte, als auch hetero- 
troph auf den itiblichen organischen Niihrbéden zu leben vermochte. Na- 
bokich und Lebedeff) isolierten aus Biden wasserstotfoxydierende Bak- 
terien und bestimmten das Verhiltnis der verbrauchten Gase: Wasserstoff : 
Sauerstoff wie 2: 1. 





1) Beitr. zur Lésung der Stickstoffrage. Landw. Jahrb. 21, 281 (1892). 
2) Z. f. landwirtschaftl. Versuchswesen Osterreichs 1903, 789: Centralbl. 
'. Bakt. Abt. II, 15, 572 (1905). 
5) Centralbl. f. Bakt. Abt. II, 17, 350 (1906). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXC 
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A. F. Lebedeff') stellte fest, daB der Knallgasquotient, d.h. das 
Verhiiltnis des verbrauchten Wasserstofis zum Sauerstoff durch den bei der 
Assimilation freiwerdenden Sauerstoff héher als zwei ist, maximal 2,84, 
B. Niklewski?®) befaBte sich in seinen ausfiihrlichen Arbeiten hauptsiicl- 
lich mit Reinkulturfragen der Wasserstoffbakterien. Vom chemischen Stand 
punkte aus ist sein Befund interessant, dab ein von ihm isoliertes Bakteriun 
‘Hydrogenomonas agilis) Wasserstoff unter Assimilation von Kohlensiiure 
sowohl aerob mittels freiem Sauerstoff, als auch anaerob mittels Salpeter 
zu oxydieren vermag. Die eingehende Untersuchung Ruhlands’%) tiber die 
Physiologie der Knallgasbakterien bestiitigte den Lebedeffschen Befund 
iiber den erhéhten Knallgasquotienten. Er schwankt nach den Angaben 
des Autors je nach den Versuchsbedingungen (Wasserstoffionenkonzentration, 
Zusammensetzung der Nihrlésung usw.). SchlieBlich stellte H. Grohmann‘) 
fest, daB es viele Arten von Bakterien mit Knallgasstoffwechsel gibt, dic 
aber alle befibigt sind auch heterotroph zu leben und deren Verbreitung in 
der Natur eine ganz allgemeine ist. 

Im Jahre 1905 hat Kaserer®) als erster die bakterielle Oxydation 
von Methan in aus Erde isolierten Rohkulturen beobachtet. In kurzen 
Abstand folgte die Arbeit von N. L. Séhngen®), der ebenfalls methan- 
oxydierende Bakterien (aus Jauche und Grabenwasser) isolierte. Séhngen 
stellte Reinkulturen her und nannte das so erhaltene Bakterium ,,Bacillus 
methanicns’. Weiterhin hat Miintz’) gezeigt, daB ein von ihm isoliertes 
und in Reinkultur dargestelltes Bakterium (dessen Indentitét mit dem 
Sébhngenschen Bacillus methanicus fraglich ist) Methan, jedoch wede: 
Wasserstoff noch Athylen und Athan angreift. Giglioli und Masoni’ 
haben die Verbreitung der methanoxydierenden Bakterien in verschieden 
tiefen Erdsechichten untersucht und festgestellt, daB in tieferen Schichten 
die Verbreitung dieser Bakterien eine gréBere ist. ScblieBlich hat Hase- 
inann*) ein methanoxydierendes Bakterium isoliert und es als Séhngen- 
sches Bacillus methanicus identifiziert. 

Die Fiihigkeit der Bakterien und insbesondere der Mycobakterien 
Benzin-, Petroleum- und Paraffiné] also Paraffinkohlenwasserstoffe an- 
zugreifen, hat als erster N.L. Séhngen'*) beschrieben. Der genannte 
Autor verwendete jedoch chemisch nicht niiher definierte Kohlenwasserstoffe. 
R. Wagner") zeigte, daB Benzol, Toluol und Xylol ebenfalls von gewissen 
') Biochem. Z. 7, 8 (1998). 

*) Extr. Bull. de Acad. de Se. de Cracovie. 1906, 911; Centralbl. ¢. 
Bakt. Abt. II, 20, 469 (1908); Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik 48, 113 (1910): 
Centralbl. f. Bakt. Abt. II, 40, 430 (1914). 

3) Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik 63, 321 (1924). 

*) Centralbl. f. Bakt. Abt. I], 61, 256 (1924). 

°) Z. f. landwirtschaftl. Versuchswesen Osterreichs 1905, 789; Centralbl. 
f. Bakt. Abt. II, 15, 572, 789 (1905/06). 

*) Centralbl. f. Bakt. Abt. IT, 15, 513 (1906). 

‘) Dissertation Halle 1915. 

‘) Staz. sper. agrar. Ital. 42, 589 (1909); Chem. Z. I, 1910, 294. 

') Biochem. Z. 148, 1/3 (1927). 

0) Centralbl. f. Bakt. Abt. IL, 37, 595 (1918). 
") Z. f. Giirungsphys. 1, 289 (1914). 
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er Bakterien angegritfen wird. Dieselben Bakterien vermégen auch Paraffin- 
4, kohlenwasserstoffe — die chemisch ebenfalls nicht niher definiert waren — 
abzubauen. Die Untersuchungen von W. O. Tausson!’) ergaben, daB auch 
‘ie Oxydation von Naphthalin und Phenantren von Bakterien verrichtet 

mn wird. Tausz und Peter ”) isolierten aus Boden drei Bakterienarten, denen 
re die Fihigkeit zukommt, Paraffinkohlenwasserstoffe abzubauen. Es sind dies 
er lie folgenden Bakterien: Bacterium aliphaticum, Bact. aliphat. liquefaciens 
ie uid das Paraffinbakterium. Wihrend das letztere nur die héheren Homo- 
id logen der Paraffinreihe ab Hexa-Dekan angreifen kann, laben die beiden 
Nn anderen Bakterienarten die Fihigkeit auch die niedrigeren Glieder der Paraf- 
n, finreihe wie Hexan, Oktan usw. zu oxydieren. Alle drei Arten haben jedoch 
') die charakteristische Eigenschaft die cyclischen Kohlenwasserstofte wie 
ie Benzol und Cyclohexan nicht angreifen zu kénnen. Eine eventuelle Giftig- 
in keit dieser Kohlenwasserstoffe auf die Bakterien kann nicht vorliegen, denn 
in Gemischen mit Paraffinkohlenwasserstoffen werden letztere abgebaut. 

Ankniipfend an die Arbeit von Tausz und Peter studierten 
wir die Oxydation des Wasserstoffes und der Kohlenwasserstoffe 
n ud zwar von 2 Gesichtspunkten aus, dem des Differenzierungs- 
Is vermégens der Bakterien und dem des Reaktionsmechanis- 
mus derbakteriellen Wasserstoff-und Kohlenwasserstoff- 
oxydation. 

Differenzierungsvermégen der Bakterien: Das aus- 
n wihlende Verhalten der Bakterien gegeniiber organischen Ver- 
vindungen @hnlichen Baues ist durch die grundlegenden Arbeiten 
Pasteurs3), iiber die Spaltung der Racemate bekanntgeworden. 
beim Angriff der optischen Antipoden verhalten sich die Bakterien 
n unterschiedlich, indem sie die eine Form schneller verzehren als 
n- die andere. Die Auswahl beim A.ngriff ist jedoch keine absolute. 
Denn es werden beide Formen angegriffen, nur eben mit ver- 
schiedener Geschwindigkeit. Es gibt aber auch Bakterien, die 
Yerbindungen A@hnlichen Baues absolut auswihlend angreifen 
kjnnen. Solche Bakterien sind z. B. die schon erwihnten von 
fausz und Peter isolierten Bact. aliphat. und Bact. aliphat. 
liquefaciens. Sie haben ein absolutes Differenzierungsvermégen 
gegeniiber Kohlenwasserstoifen, indem sie die fliissigen und festen 
Paraftinkohlenwasserstoffe oxydieren kénnen, jedoch nicht die 
|. (fF cyclischen Kohlenwasserstoffe. Letztere werden auch bei sehr 
langer Kinwirkungsdauer selbst nicht in Spuren angegriffen, d. h. 
die Reaktionsgeschwindigkeit ihres Angriffes ist praktisch gleich Null. 

1) Planta Arch. f. wissenschaftl. Botanik 4, 214—256 (1927); 5, 273 bis 
<J3 (1928). 

*) Centralbl. f. Bakt. Abt. II 49, 497 (1919). 
) C. r. Acad. Sci. 46, 615 (1858); 51, 289 (1860). 
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Wir haben nun untersucht, ob Bakt. aliphat. liquefaciens 
und Methan oxydierende Bakterien Wasserstoff selbst zu oxy- 
dieren imstande sind, ferner wie weit einerseits das Bact. aliphat. 
liquef. die niedrigen Homologen (gasformige) der Paraffin- und 
Oletinkohlenwasserstoffe anzugreifen vermag, andererseits ob dic 
methanoxydierenden Bakterien auch die weiteren Glieder der 
Paraftine und Olefinreihe abzubauen imstande sind. Da wir 
auBberdem fanden, daB beide Bakterienarten weder das Benzo! 
noch das Cyclohexan angreifen, war es von Interesse, zu unter- 
suchen, wie sie sich gegeniiber Verbindungen verhalten, welche 
aus einem aromatischen Kern und einer aliphatischen Seitenkette 
zusammengesetzt sind. 

Das Ergebnis der Untersuchungen wird durch die in der 
folgenden Tabelle zusammengestellten Versuchsergebnisse  yer- 


anschaulicht. 


Oxydationsversuche mittels Bacterium aliphaticum liquefacien: 
und Methanbakterium. 








Bact. aliphat. liquef. Methanbakterium 
Wasserstott +- Wasserstoff + 
Methan — Methan + 
Athan — Athan + 
Propan — Propan + 
Butan — Butan + 
Pentan + Hexan + 
Hexan + Paraffiné! + 
Heptan + Athylen ? 
Oktan + Propylen + 
Dekan + Butylen + 
Athylen — Benzol — 
Propylen — Cyclohexan — 
Butylen — 

Benzol — 

Methylbenzol — 
Athylbenzol — 
Propylbenzol - 
Butylbenzol — 
Cetylbenzol + 


+ Angegriffen. — Nicht angegriffen. 





Aus der Tabelle geht hervor, daB Bact. aliphat. lique! 
Wasserstoff und nur die héheren aliphatischen Kohlen- 
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wasserstoffe ab Pentan oxydieren kann, wiihrend das 
Methanbakterium Wasserstoff und sowohl die niedrigen 
als auch die héheren aliphatischen Kohlenwasserstoftfe 
zu oxydieren vermag. 

Befindet sich ein aliphatischer Rest in der Seitenkette des 
Benzols, so erfolgt ein Angriff durch Bact. aliphat. liquef. nur 
dann, wenn die Seitenkette iiberwiegt. 

Der Grund, daB Methan, Athan, Propan, Butan von Bact. 
aliphat. liquef. nicht oxydiert werden, liegt nicht etwa darin, dab 
diese Kohlenwasserstoffe als Gift fir die Bakterien wirken, denn 
Versuche zeigten, dafSi Hexan in ihrer Gegenwart abgebaut wird. 
Die geringe Léslichkeit dieser Verbindungen kann auch keine 
Ursache fiir ihre Nichtangreifbarkeit sein, da freier Wasserstoff 
von den Bakterien oxydiert wird. Da diese Kohlenwasserstotte 
sich strukturell von den héheren Homologen nicht unterscheiden, 
muB der Grund fir die Nichtangreifbarkeit der erwihnten 
Bakterien in der Festigkeit der C—H-Bindung der gasférmigen 
Kohlenwasserstoffe Methan, Athan usw. liegen. DaB die C—H-Bin- 
dung durch die Bakterien tatsichlich gelést wird, konnten wir 
aus der Entstehung ungesiittigter Kohlenwasserstoffe als Zwischen- 
produkte bei der bakteriellen Oxydation schlieBen. Erst von 
einem bestimmten Glied der Paraftinreihe, dem Pentan, ist die 
Bindung von Wasserstom an Kohlenstoff so labil, daB sie von 
Bact. aliphat. liquef. gesprengt werden kann. In den noch 
hodheren Gliedern ist der Wasserstoff noch labiler und die An- 
greifbarkeit entsprechend eine leichtere. Die von uns gefundenen 
hegelmaBigkeiten bei der Differenzierung in der Reihe der Kohlen- 
wasserstoffe lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

1. Die Angreifbarkeit der Kohlenwasserstoffe durch gewisse 
Bakterien tritt erst von einem bestimmten Glied dieser Reihen auf. 
Das Glied wechselt nach der Bakterienart; z. B. bei Bact. aliphat. 
liguef. ist es das Pentan, bei dem Paraffinbakterium dasHexadekan. 

2. Wenn ein niedrigeres Glied der homologen Reihen von 
Bakterien angegriffen wird, dann sind die héheren Glieder auch 
ingreifbar. Die Angreifbarkeit ist also von der Kettenliinge ab- 
hingig, in dem Sinne, dab, je linger die Kette, desto leichter 
ihre Angreifbarkeit ist. Das ist mit unseren anderweitigen Kennt- 
nissen iiber Stabilitit und Kettenlange in homologen Reihen voll- 
stindig in Ubereinstimmung. Es wird jedoch deswegen hervor- 
gehoben, weil im allgemeinen die Spezifitit der Katalysatoren 
nicht wie in diesem Falle von der Stabilitiit, d. h. von der Stirke 
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der zu lésenden Bindung abhiingt, sondern von Faktoren, die 
unseren Kenntnissen noch verborgen sind. 

Reaktionsmechanismus der Wasserstoff- und dey 
Kohlenwasserstoffoxydation: 

sei den biologischen Oxydationen besteht nach H. Wieland!) die Ro|), 
des Katalysators darin, den Wasserstoff in den zu oxydierenden Substraten 
mobil zu machen, d. h, die Lockerung der Bindung zwischen Wasserstoff und 
Substratrest zu vollziehen. Nach O. Warburg’) dagegen hat der Katalysator 
die Aufgabe den molekularen Sauerstoff aktiv, d. h. an das Substrat anlage- 
rungsfihig zu machen. C. Oppenheimer’) versucht die Theorien der beiden 
Autoren so zu vereinen, daB beide Aufgaben bestehen und in der Weise er- 
fiillt werden, daB gewisse spezifische Katalysatoren (Dehydrasen) den Wasser- 
stoff mobil machen, andere wieder (Schwermetallsysteme wie z. B. organisch 
gebundenes Eisen) den molekularen Sauerstoff aktivieren und ihm dadure!}; 
die Fahigkeit erteilen den mobil gemachten Wasserstoff aufzunehmen. 

Wir gingen zunichst daran festzustellen, wie die Reaktion 
im einfachsten Fall, bei Wasserstoff selbst, verlauft. Zu diesem 
Zwecke brachten wir Methylenblau mit Wasserstoff und Bakterien 
zusammen, wobei sich Methylenblau entfarbte, d. h. hydriert wurde. 
Die blinde Probe Methylenblau + Bakterien in Stickstoffatmosphiire 
wurde auch nach sehr langer Zeit nicht entfirbt. Daraus ergilt 
sich, daB diese bakteriellen Katalysatoren den Wasserstoff aktivieren, 
ihn fiir eine hydrierende Titigkeit vorbereiten. 

Die sauerstofflose Oxydation der Kohlenwasserstoffe mit 
Methylenblau als Acceptor auszufiihren gelang nicht — vermutlich 
wegen methodischer Schwierigkeiten, die sich bei der Darstellung 
des Katalysators ergaben — denn kultivierte man die Bakterien 
an Kohlenwasserstoffen, dann wurden organische Substanzen ge- 
gebildet, welche Methylenblau ohne Kohlenwasserstoffe ebenfual!s 
entfarbten; wenn man dagegen die Kultivierung an Knallgas- 
Kohlensiiure ausfiihrt, dann greifen die Bakterien die Kohlen- 
wasserstoffe besonders bei Anwesenheit von Methylenblau so 
minimal an, daB sich dafiir ein Nachweis nicht erbringen libt. 

Um den Mechanismus der bakteriellen Kohlenwasserstoti- 
oxydation zu studieren, gingen wir deshalb zu einer anderen Methode 
iiber, nimlich zum Nachweis der gebildeten Reaktionszwischen- 
produkte. Es war uns aufgefallen, daB die Kulturen mit Hexan 
einen ganz unverkennbaren Geruch nach ungesittigten Kohlen- 


') Ber. chem. Ges. 55, 3639 (1922); Liebigs Ann. 467, 95 (1929); Ergebn 
d. Physiol. 20, 477 (1922); Oppenheimer, Hdb. d. Bioch. 2. Aufl., 2, 252 
(1923). 

*) Die katalytischen Wirkungen der lebendigen Substanz, Berlin 192>. 
‘) Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl. S. 1291 (1925/26). 
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wasserstoffen aufwiesen, der nach einer lingeren Kulturzeit 
wieder verschwand. Die Menge der intermediir gebildeten un- 
cesittigten Kohlenwasserstoffe ist sehr gering. Um sie nachweisen 
yu kénnen, benutzten wir die Kigenschaft dieser Kérper, daB sie 
auf die Oxydation des Phosphortrioxyds zu Pentoxyd und auf 
das damit gleichzeitig auftretende Leuchten des Phosphors der 
Gréfenordnung nach stirker hemmend wirken, als die ge- 
siittigten Kohlenwasserstoffe.') Die Giftwirkung kann durch Druck- 
erniedrigung aufgehoben werden und der Nachweis erfolgt in der 
Weise, daB der Druck bestimmt wird, bei dem das Leuchten des 
Phosphors wieder erscheint. Der Leachtdruck wird schon durch 
Spuren von ungesiittigten Kohlenwasserstoffen stark erniedrigt. 
so daB diese Methode sehr empfindlich ist. Wir untersuchten 
zunichst den Leuchtdruck des Phosphors in der Atmosphire 
unserer KulturgeféBe (in denen die bakterielle Oxydation des 
Hexans vor sich ging), und es wurde eine stark leuchtdruck- 
erniedrigende Wirkung festgestellt. Da bei unseren Versuchen 
vermutlicherweise aber auch andere stark leuchtdruckerniedrigende 
Substanzen (sauerstoffhaltige Produkte wie z. B. Aldehyde) anwesend 
sein konnten, muBten diese entfernt werden und das geschab in 
der Weise, daB die Gase der KulturgefiBe kondensiert, die das 
Phosphorleuchten beeinflussenden sauerstoffhaltigen Produkte im 
Kondensat unter Erwairmen mit Natrium zerstért wurden und 
dann der Leuchtdruck des so erhaltenen (Gemisches, das nur 
uoch Kohlenwasserstoffe enthalten konnte, bestimmt. Es ergab 
sich dabei, daB dieses Gemisch den Leuchtdruck des Phosphors 
stark erniedrigte, also ungesattigte Kohlenwasserstoffe enthielt. 
Damit war am Beispiel des Hexans gezeigt worden, daB bei 
der bakteriellen Oxydation der Kohlenwasserstoffe un- 
gsesittigte Kohlenwasserstoffe Reaktionszwischen- 
produkte sind. 

Wir wollen diesen Befund in dem Sinne deuten, dab bei der 
bakteriellen Oxydation der Kohlenwasserstoffe die Dehydrierung 
eine Rolle spielt und wollen unsere Bakterien in die Gruppe der 
Wasserstoff aktivierenden Katalysatoren einreihen, denn sie machen 
sowohl den molekularen als auch den in den Kohlenwasserstoffen 
sebundenen Wasserstoff mobil. In dem einen Falle lockern sie 





1) Haber, Habilitationsschrift, Karlsruhe 1896. J. Tauszu. Jochum, 
/. f. angew. Chem. 36, 139 (1914); J. Tausz u. H. Gérlacher, Uber die 
Uxydation des Phosphors durch Sauerstoff, Z. f. anorgan. u. allgem. Chemie 
10, 95 (1930); Dissert. H. Girlacher, Karlsruhe 1930. 
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die H—H-Bindung in dem anderen Falie die C-H-Bindung. Ks 
soll aber damit nicht etwa gesagt sein, daB bei der Oxydation 
eine Aktivierung des molekularen Sauerstoffes an Schwermetall- 


systemen nicht erfolgt. 
Wir wollen nun eine allgemeine Betrachtung iiber die biologische 
Knallgasreaktion anschlieBen: 

Die Untersuchungen H. Grohmanns') haben gezeigt, daB die Fihig- 
keit die Knallgasenergie unter Assimilation von Kohlensiure zu verwerten, 
vielen Bakterien eigen ist und diese Organismen in der Natur sehr ver- 
breitet sind. Alle diese Organismen sind auch zu heterotropher Lebens. 
weise fihig. 

Wenn wir uns die Frage stellen was fiir eine Aufgabe der Knallgas- 
stoffwechsel der Bakterien zu erfiillen hat, dann kénnen wir die Antwort 
geben, daB sie entwicklungsgeschichtlich als Stoffwechsel der primitivsten 
Lebewesen — denn die Bakterien sind soleche — zu Anfang des Lebens 
eine Rolle gespielt hat. Wenn wir entwicklungsgeschichtlich weiter vor- 
gehen und sagen, daB die Bakterien mit der Zeit die Fihigkeit erlangt haben 
den Wasserstoff auch den anorganischen und organischen Verbindungen zu 
entnehmen, jedoch den Urstoffwechsel beibehielten, dann kann uns das zur 
folgenden Annahme fiihren: 

Der Stoffwechsel der Bakterien behilt auch im Falle der Abbaues von 
anorganischer und organischer Substanz die Prinzipien des Urstoffwechsels 
niimlich mit Hilfe der Knallgasenergie die Kohlensiure zu assimilieren. Der 
Wasserstoff wird dabei aus dem betreffenden Substrat abgespalten und die 
Kohlensiiure bei anorganischem Stoffwechsel aus der Atmosphiire bei or- 
ganischem durch schlieBliche Dekarboxylierung aus dem Substrat entnommen. 
Demnach ginge der gesamte Kohlenstoffwechsel der Bakterien durch die 
Kohlensiiure, hiitte also einen verdeckt assimilatorischen Charakter. Dies 
wiire in bester Ubereinstimmung damit, daB man die Bakterien auf Grund 
ihrer morphologischen Eigenschaften in das Pflanzenreich einordnet. 


Experimenteller Teil. 
I. Darstellung, Reinigung und Charakterisierung der angewandten 
Chemikalien und Nahrmedien. 


Wasserstoff, Sauerstoff und Kohlensiure wurden den handels- 
iiblichen Bomben entnommen und dureh Waschen mit destilliertem Wasser 


gereinigt. 

Methan wurde einerseits von der I. G. bezogen, andererseits wurde 
Hamburger Erdgas verwendet. Das Methan der I. G. hatte die folgende 
Zusammensetzung: 

Kohlensiiure . . . . 0,1 Vol.-°, 
Sauerstoff . . . . . 0,8 
Kohlenoxyd. . . . . 0,6 
Wasserstoff. . . . . 3,3 
Methan .... °* . 87,3 
Stickstoff . . . . . 8/4 


') Centralbl. f. Bakt. Abt. II, 61, 256 (1924). 
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Das Gas wurde durch Kondensation mittels fliissiger Luft und fraktionierte 
Destillation gereinigt. 

Athylen wurde aus Bomben entnommen und durch Waschen mittels 
|- konzentrierter Schwefelsiiure gereinigt. 

Athan wurde durch katalytische Hydrierung von gereinigtem Athylen 
(6 Volumen Athylen: 4 Volumen Wasserstoff) iiber auf Kieselgur auf- 
cetragenem Nickel bei 180—200° dargestellt. Die Reinigung des Athans 
+. erfolgte durch Waschen mit rauchender Schwefelsiiure (20°, SO,) und 
Kondensation mittels fliissiger Luft. 

Propylen wurde aus Isopropylalkohol (Merck) dargestellt, indem 
der Alkohol in heiBe konzentrierte Phosphorsiiure (83°/,ig) getropft wurde. 
Das Propylen wurde durch zwei eisgekiihlte Waschflaschen geleitet, mit 
g- Aceton - Kohlensiurekiltemischung kondensiert, dann einer fraktionierten 


rt Destillation unterzogen. Die konstant siedende Fraktion von — 37 bis — 36° 
- wurde zu den Versuchen verwendet. Zur weiteren Charakterisierung wurden 
r Dampfdruckmessungen bei verschiedenen Temperaturen folgendermaBen aus- 
r- gefiihrt (vgl. Diagramm 1). 
- Es wurde fiir die Tensionsmessungen die von A. Stock und Mit- 
u arbeitern') angegebene GefiBform verwendet. Das Propylen wurde mittels 
i =O SCséfliissiger Luft kondensiert und mit dem Gefaé8B verbunden. Die ganze Appa- 
ratur wurde mit der Wasserstrahlpumpe evakuiert und die Substanz in das 
n GefiB — das mit fliissiger Luft gekiihlt wurde — hereindestilliert. Dann 
ls wurde die Apparatur an die Hochvakuumpumpe angeschmolzen und zum 
r Absaugen von restlichen Luftmengen — unter gleichzeitiger Kihlung — 
e — evakuiert. SchlieBlich wurde das Gefi8 abgeschmolzen und die Kiithlung 
he entfernt, wobei die kondensierte Phase der Substanz durch das in Queck- 
7 silber getauchte Manometerrohr entwich. Als Kihlfliissigkeit wurde bei 
‘ den Tensionsmessungen Aceton-Kohlensiiure verwendet und die Tempera- 
- turen wurden mittels eines Pentanthermometers gemessen. 
J Propan wurde durch katalytische Hydrierung von Propylen iiber 


auf Kieselgur aufgetragenem Nickel bei 180—200° dargestellt. Die Hydrie- 
rung erfolgte bei WasserstoffiiberschuB (4 Volumen Propylen: 5 Volumen 
Wasserstoff). Der iiberschiissige Wasserstoff wurde durch Kondensation 
mit Aceton—Kohlensaure entfernt. Zur Indentifizierung wurden Dampfdruck- 
0 messungen bei verschiedenen Temperaturen — wie bei Propylen angegeben 
— ausgefiibrt (vgl. Diagramm 2). 
Butylen wurde aus n-Butylalkohol (Merck) in derselben Weise wie 
Propylen dargestellt. Siedepunkt der verwendeten Fraktion — 1 bis — 0,5°. 
Butan wurde durch katalytische Hydrierung des Butylens mittels 
Wasserstoffiiberschu8 bei 180—200° dargestellt. Nach beendeter Reaktion 
wurde das Gas mit Schwefelaiure 1:1 gewaschen und durch Kondensation 
mittels Aceton—Kohlensiiure yom Wasserstoff befreit. Zur Identifizierung 
wurden Dampfdruckmessungen bei verschiedenen Temperaturen — wie bei 
Propylen angegeben — ausgefiihrt (vgl. Diagramm 3). 
Pentan aus Normalbenzin fraktioniert, bezogen von Schering- Kahl- 
baum hatte folgende Konstanten: nj? = 1,356. Siedep. 31—34". 
Hexan aus Normalbenzin fraktioniert wurde von Schering-Kahl- 
baum bezogen. Konstanten: nj! = 1,387. Siedep. 69-—70°. 


1) Ber. chem. Ges. 541, 1123 (1921). 
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Heptan aus Normalbenzin fraktioniert, bezogen von Schering 
Kahlbaum. Es wurde durch Destillation tiber Natrium gereinigt. Kon. 
stanten: nj,’ = 1,405. Siedep. 99—100° (vgl. auch S. 161). 

Paraffinél. Konstante: nj,’ = 1,472. 

Cyclohexan bezogen von der Tetralingesellschaft, wurde mittels 
Trioxymethylen-Schwefelsiiure ') und durch Umkrystallisieren gereinig: 
Konstante: nj,""? = 1,426. 

Benzol. Thiophenfreies Benzol wurde durch fiinfmaliges Umkrystal|i- 
sieren gereinigt und hatte die folgende Konstante: nj,%° = 1,500. 

Athylbenzol (purissimum) bezogen von E. de Haen. 

Propylbenzol wurde aus Brombenzol (Merck) und Propylbromi 
(Merck) mittels Natrium folgendermaBen dargestellt: Aquimolekulare Menge: 
yon Propylbromid und Brombenzol wurden in Ather gelést und Natriun 
zugesetzt. Nach erfolgter Reaktion wurde der Ather am Wasserbad eu: 
fernt und das Reaktionsprodukt mittels freier Fiamme abdestilliert. ~~ 
Destillat wurde fraktioniert und das konstant siedende Produkt vom Siede 
punkt 160° verwendet. nj® = 1,495. 

Butylbenzol aes aus Brombenzol (Merck) und n-Butylbromi( 
(Merck) mittels Natrium in derselben Weise wie das Propylbenzol dar- 
gestellt, jedoch mit dem Unterschied, daB als Lésungsmittel thiophenfreies 
Benzol verwendet wurde. Konstanten: nj,*?= 1,492. Siedep. 180—181 

Cetylbenzol wurde von Kahlbaum bezogen. 

Methylenblau ,,B. Extra“ (Zinkchloriddoppelsalz) wurde von Merc } 


bezogen. 
Naihrmedien. 


Anorganische Nihrlésung: 1 g Magnesiumammoniumphospliat 
(Merck), 0,1 g Calciumsulfat (puris. Merck), 0,8 g sekundires Kalium- 
phosphat (puris. Merck) und Spuren von Kisenchlorid und Jodkalium 
wurden in etwa 600 cem dest. Wasser gelést und das Volumen dur 
Kinleiten von Wasserdampf auf 1 Liter ergiinzt. 

Nihragar: 45 g des Standard Nihragar I (Merck) wurden in 500 eom 
Wasser gelést und unter mehrmaligem Umschiitteln so lange Wasserdampf 
eingeleitet, bis das Wasservolumen 1 Liter betrug. Dann wurde der ge- 
léste Agar in einen hohen Glaszylinder gegossen und zur Sedimentierun: 
der Schwebeteilchen auf einige Stunden in den Dampftopf gestellt. Nach 
etwa 6 Stunden wurde der Agar ohne ihn zu bewegen erstarren gelassei 
Die hellen Teile wurden entnommen, in Reagenzgliser abgefiillt und dann 
an drei aufeinanderfolgenden Tagen im strémenden Wasserdampf sterilisiert. 

Nihrgelatine: 15 g des Standard-Nihrbouillon II (Merck) und 120 2 
der reinen kiiuflichen Gelatine (Golddruck) wurden in 1 Liter heiBen Wasser 
gelost, mit einem EiweiB versetzt und etwa 80 Minuten in den Dampftop! 
gestellt. Das koagulierte EiweiB riB die Schwebeteilchen mit und die Ge 
latine konnte durch ein Faltenfilter klar filtriert werden. Die vollstiindiz 
klare Gelatine wurde in Reagenzglisern abgefiillt und an drei aufeinande: 
folgenden ‘Hagen im sitrobmenden Wasserdampf sterilisiert. 


en J. prakt. Chem. 99, 276 (1919). 
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Ausgefaulter Agar: Reinster Agar-Agar (in Stangen yon Merck) 
wurde in einem Filtrierstutzen mit Leitungswasser iibergossen und bei 
etwa 30° der Fiiulnis tiberlassen. Durch mehrinaliges Erneuern des Wassers 
wihrend der Faulniszeit konnte in 8—10 Wochen ein Agar erhalten werden, 
der nach griindlichem Auswaschen mittels destillicrtem Wasser keine Niihr- 
stoffe mehr enthielt, denn beimpft erfolgte kein Bakterienwachstum. 
> Kongorot-Naéhragar: In 100 ccm sterilem Nihragar wurde eine 
Kongotablette (Merck) 4 1,8 g, bestehend aus Milehzucker und Kengorot 
-egeben, 15—20 Minuten gekocht und in sterile Petrischalen gegossen. 

Hefegelatine-Ureum-Nihrbéden'): 100g Prebhefe wurden mit 
1 Liter destilliertem Wasser gekocht und dann langsam 50 g Gelatine zu- 
vegeben. Die Hefegelatine wurde durch ein Faltenfilter hei’ filtriert und 
iann in der tiblichen Weise sterilisiert. 1 Liter dieses Nahrbodens wurde 
mit 2,5 g sterilen Harnstoffs versetzt und in sterile Petrischalen gegossen. 


+ 
+ 


as Darstellung, Reinigung und Charakterisierung 
des angewandten Bakterienmaterials. 
oD 


id Die Isolierung und natiirliche Reinziichtung des 
T- Bact. aliphat. liquef.: Bact. aliph. liquef. wurde aus Béden 
verschiedener Art und Herkunft in folgender Weise isoliert. 
|—2g¢ des Bodens wurde in einer Rollflasche von 1 Liter In- 
halt (eingeschliffener Stopfen) mit 400 ccm Leitungswasser und 
0.05 com Hexan versetzt und bei Zimmertemperatur stehen- 
celassen. 

Nach 1—38 Wochen war in den Ansitzen eine Bakterienhaut 
an der Fliissigkeitsoberflache wahrzunehmen. Es wurde von 
u- dieser Haut in anorganische Nihrlésung tibergeimpft. Zur Kon- 
trolle wurden stets zwei blinde Proben angesetzt. Die eine 

hlinde Probe Naihrlésung + Bakterien ohne Hexan, zur 
m Priifung auf Verunreinigung, die den Bakterien eventuell als 
nf Nihrstoffe dienen kénnten, die zweite Blindprobe Nihrlésung 
+ Hexan ohne Bakterien zur Priifung der Nihrlésung auf 
1g Sterilitat. (Abwesenheit von Hexan verzehrenden Bakterien.) Die 
| Uberimpfungen wurden etwa alle 8 Tage ausgefiihrt, um stiindig 
. virulente Kulturen zu haben. 
Die Herstellung der ktinstlichen Reinkultur erfolgte nach dem 
g Kochschen Plattenverdiinnungsverfahren. 

Es wurde etwas Bakterienhaut (an anorganischer Nihrlisung 
+ Wasserstoff oder Kohlenwasserstoffen kultiviert) steril in ver- 
liissigtem Agar verteilt und 5—6 Verdiinnungen hergestellt. 

Nach 2—3 Tagen sah man winzige, gleichartige, kreisformige, 





) Stockhausen, F. Okologie, Berlin 1907, S. 115. 
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a 


gelegentlich fluorescierende Kolonien wachsen, nach etwa 8 Tagen 
waren sie gut ausgebildet (Durchmesser 3—4 mm). An den 
Platten 1—2 waren die Kolonien dicht aneinander, an Nr. 3—4 
weniger dicht, an Nr. 5—6 hoéchstens 1 oder 2 Kolonien. 

Von Platte 5 oder 6 wurde von jeweils einer Kolonie steril 
auf anorganische Nihrlésung + Hexan iibergeimpft und einerseits 
an der Kolonie selbst, andererseits an der so erhaltenen Kultur 
die bakteriologischen Charakterisierungsreaktionen ausgefiihrt. 


Die Charakterisierung erfolgte durch: 

1. Untersuchung im lebenden Priparat (Hangetropfen). 

2. Untersuchung der Fiarbbarkeit. 

3. Untersuchung der von den Bakterien sezernierten Enzyme. 
4. Untersuchung der Siurebildung. 


1. Untersuchung im lebenden Priparat: Die Unter- 
suchung der Bakterien im lebenden Zustand erfolgte im Hiange- 
tropfen, nach der iiblichen bakteriologischen Methodik, wobei 
kurze, stark bewegliche Stiibchen zu sehen waren. 


2. Untersuchung der Fiirbbarkeit: Das mikroskopische 
Bild zeigte, daB die Bakterien durch Methylviolett und Fuchsin 
firbbar sind. Durch Alkohol sind sie entfarbbar, also Gram- 
negativ. 

3. Priifung auf Enzyme: Die proteolytischen Enzyme wurden 
dadurch nachgewiesen, dab die in Gelatine geziichteten Bakterien dieses 
Nihrmedium verfliissigten. 

Die diffundierenden proteolytischen Enzyme _ wurden _ in 
folgender Weise nachgewiesen: 

Frisches Eiwei8 wurde in Petrischalen gegossen und auf dem Wasserbad 
zum (rerinnen gebracht. Nachdem die Platten an drei aufeinanderfolgenden 
Tagen sterilisiert waren, wurde steriler N&hragar in diinner Schicht auf die 
Platten gegossen. Nachdem die Agarschicht erstarrt war, wurde die Ober- 
fliche mit Reinkulturen der Bakterien bestrichen. Nach einigen Tagen 
waren die Stellen der Platte, wo Bakterienwachstum stattgefunden hat, 
deutlich aufgehellt. Im Verlaufe von 1—2 Wochen war die Platte an 
diesen Stellen ganz durchsichtig geworden. 

Auf Urease wurde mit Hefegelatine Ureumplatte folgendermaben 
gepriift'): Sterile Hefegelatine + Harnstoff wurde in sterile Petrischalen 
gegossen und mit der Reinkultur bestrichen. Das charakteristische Irisieren 
des Niihrbodens — das ein Zeichen fiir das Vorhandensein der Urease ist — 
blieb aus. 

Der Nachweis der Katalase erfolgte in folgender Weise: Die Bakterien- 
haute einer Reinkultur wurden filtriert, zum Filtrat 3°/,iges Wasserstot!- 
superoxyd (Merck) zugesetzt. Das Wasserstoffsuperoxyd wurde unter 


' Stockhausen, Okologie. Berlin 1907, S. 115. 
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Schiiumen zersetzt. Eine Blindprobe mit anorganischer Naihrlisung + Wasser- 
stoffsuperoxyd ohne Bakterien zeigte diese Erscheinung nicht. 

Die Priifung auf diffundierende Lipase wurde nach der Methode 
von Eyekmann!) ausgefiihrt. Der Boden einer Petrischale wurde mit einer 
diinnen Schicht von sterilisiertem Rinderfett ausgegossen und dariiber steriler 
Nihragar geschichtet. Dann wurden Strichkulturen angelegt, wobei sich 
zeigte, daB die Bakterien keine diffundierende Lipase sezernierten. 

4, Priifung auf Siurebildung: Bakterien wurden steril auf Kongo- 
platten aufgestrichen. Die rote Farbe des Kongorotniihragars iinderte sich 
auch nach einigen Wochen — nicht. Daraus kann geschlossen werden, dab 
die Bakterien keine Siure produzieren. 

Die ausgefiihrten Charakterisierungsreaktionen zeigten, dab die iso 
lierten Bakterien mit Bact. aliphat. liquef. identisch sind. 


Die Isolierung und natiirliche Reinzucht der Methan- 
bakterien. 


Die Oxydationsversuche mittels Methanbakterien wurden mit 
Klektivkulturen ausgefiihrt. Bei der Oxydation derjenigen Sub- 
strate, deren Angriff auch durch Bact. aliphat. liquef. erfolgt, 
wurden Reinkulturen verwendet. Die Isolierung und Elektiv- 
ziichtung der Methanbakterien geschah folgendermaBen: Ks wurden 
aus Erde — wie beim Bact. aliphat. liquef. beschrieben — mittels 
Hexan Bakterien isoliert und durch mehrmaliges Uberimpfen auf 
anorganische Nahrlésung mit Hexan elektiv geziichtet. Von einer 
sulchen mehrmals iiberimpften Kultur wurde in anorganische 
Nihrlésung mit Knallgas und Kohlensiiure als Substrat iiber- 
geimpft. Das Knallgas wurde von den Bakterien quantitativ 
verbraucht. Nach einiger Zeit wurden die Kolben evakuiert und 
Methan und Sauerstoff eingefillt. Nach 7 Wochen konnte eine 
Druckabnahme festgestellt werden und nach weiteren 6 Wochen 
war das Methan verbraucht. Von diesen methanoxydierenden 
Klektivkulturen wurde bei den Oxydationsversuchen in anorganische 
Nihrlésung mit verschiedenen Substraten iibergeimpft. 

Die Herstellung der kiinstlichen Reinkultur erfolgte nach 
dem Koechschen Plattenverdiinnungsverfabren. Ausgefaulter Agar (gelést 
in anorganischer Nihrlésung) wurde mit Methanbakterien — die an ver- 
schiedenen Substraten geziichtet waren — beimpft und Verdiinnungskulturen 
hergestellt. Die Platten wurden in Exsiccatoren gestellt und die Bakterien 
in Methan- und Sauerstoffatmosphire kultiviert. Nach 3—4 Tagen sah man 
kleine, gleichmaBige Kolonien, die nach 7—8 Tagen gut ausgebildet waren. 
Sie waren undurchsichtig und hatten eine ausgepriigt weibe Farbe. Auf 
die tiblichen organischen Nihrbéden — wie Niihragar und Nihrgelatine — 
libergeimpft, gediehen die Bakterien gut, sie sind also heterotroph. 








1) Z. f. Bakt. Abt. I, 29 (1901). 
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Die bakteriologische Charakterisierung der Methanbakterien erfolgte 
an der in ausgefaultem Agar und Methan-Sauerstoffatmosphire geziichteten 
Reinkultur in derselben Weise wie bei Bact. aliphat. liquef. Es wurde 


dabei folgendes festgestellt: 
1. Untersuchung im lebenden Priparat: Kurze, dicke Staibchen. 


Beweglichkeit wurde nicht beobachtet. 

2. Untersuchung der Firbbarkeit: Mit Carbolfuchsin und Carbol- 
gentianaviolett fiirbbar. Nach der Differenzenfirbmethode: gramnegatiy. 

3. Untersuchung der von den Bakterien sezernierten En- 
zyme. Proteolytische Enzyme, diffundierende Lipase, Urease, wurden nicht 
sezerniert. Katalase konnte nachgewiesen werden. 

4. Priifung auf Siiurebildung: Séurebildung konnte nicht fest- 


gestellt werden. 


Bakterielle Oxydation von Wasserstoff und 
Kohlenwasserstoffen. 


II. Versuche uber die Oxydation der Substrate. 
Allgemeine Methodik. 


Methodik der Gaskulturen: Die Kultur der Bakterien 
in anorganischer Nihrlésung + der Atmosphire verschiedener Gase 
als Substrate wurde in langhalsigen Kolben mit Schliff (die iiber 
den Schliff noch einen Ansatz hatten), von 8300—1500 ccm Inhalt 
vorgenommen. Die Kolben wurden mit Bichromat-Schwefelsiure 
und heifen sterilem Wasser gewaschen und dann mittels Ozon 
in folgender Weise sterilisiert: 

Die Kolben wurden evakuiert, ozonisierte Luft (7 mg Ozon/Liter 
Luft) eingefiJlt und etwa 5—6 Tage stehengelassen. Dann wurde 
durch abwechselndes Evakuieren und Einstrémenlassen von Luit 
mit vorgesetztem Wattefilter das Ozon entfernt. Die Sterilitiit 
der Kolben wurde stindig durch Blindproben kontrolliert. Die 
so behandelten Kolben wurden in der Weise geimpft, daB die Bak- 
terien in steriler anorganischer Niihrlésung aufgeschlemmt und 
mittels eines diinnen, abgeflammten Glasrohres in die Kolben mit 
abgetlammtem Ansatz pipettiert wurden. Dann wurden sie wieder 
evakuiert und bestimmte Mengen an Gasen eingefiillt. Das Messen 
der Gase erfolgte bei bekannten Temperaturen und Kolbenvolumina 
manometrisch. SchlieBlich wurde das noch vorhandene Vakuum 
mit steriler anorganischer Nihrlisung aufgefiillt. 

Das Fortschreiten der Reaktionen war mit Druckabnahme 
verbunden und wurde manometrisch verfolgt. Nach einer gewissen 
Kulturzeit wurde der Substratverbrauch gasanalytisch (wie weiter 
ausgefiihrt wird) festgestellt. 
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Methodik der Flissigkeitskulturen: Das Ansetzen der 
Kulturen in anorganischer Nihrlésung mit Fliissigkeiten als Sub- 
straten erfolgte in derselben Weise, wie bei den Gaskulturen, mit 
dem Unterschied, daB die Fliissigkeiten durch eine Pipette mit 

isgezogener Kapillare, das durch die Bohrung des Glashahnes 
ving, eingefiillt wurden. 

Die qualitativen Versuche wurden in Rolltlaschen — wie bei 
ler natiirlichen Reinzucht des Bact. aliphat. liquef. beschnieben — 
vusgefiihrt. 

Die Bestimmung der nicht oxydierten Substrat- 

ngen erfolgte bei den gasf6rmigen Kérpern im Drehschmidt- 
)ttschen?) Apparat, bei Fliissigkeiten wurde sie nach der Wasser- 
iampf-Destillationsmethode von Tausz und Peter?) ausgefiihrt. 


Die Gase wurden in folgender Weise analysiert: 

Die Kolben wurden unter ausgekochtem Wasser geétinet und 
jadurch die vorhandenen Unterdrucke beseitigt. Dann wurden 
sie mit der Biirette mittels eines Druckschlauches verbunden, die 
ruse elingesogen, Kohlensiure, Sauerstoff absorbiert und der 
\\xsserstoft zwischen 260 und 290° C, die Kohlenwasserstoffe bei Rot- 
slut tiber Kupferoxyd verbrannt und die entstandene Kohlensiiure 
bestimmt. Aus den erhaltenen Prozentgehalten wurden — unter 
Heriicksichtigung der Gasvolumina der Kolben — die absoluten 
Meugen der zuriickgebliebenen Substrate berechnet und mit den 
eugefiihrten Substratmengen verglichen. 


Die Bestimmung der nicht angegriffenen fliissigen Kohlen- 
wasserstoffe erfolgte folgendermaBen: 

Die Kolben wurden mit einem NKiihlsystem — bestehend 
aus einem Liebigkiihler und drei angeschmolzenen mit Kohlen- 
siureschnee gekiihlten Vorlagen — verbunden und im Salzwasserbad 
estilliert. Die erste Vorlage war kugelférmig und endete in einer 
vt 0,01 cem kalibrierten Rohre, die unten mit Glashahn versehen 
war, Dadurch war es méglich, das Kondenswasser abzulassen 
ind die Menge der kondensierten Kohlenwasserstoffe abzulesen. 


}An die erste Vorlage waren zur Sicherheit — fiir eventuell noch 
icht abgeschiedene Kohlenwasserstoffe — zwei weitere Vorlagen 


ait Spirale angeschlossen. 


—_—. a 


) J. f. Gasbeleuchtung u. Wasserversorgung 63. Jahrg. 198 (1920). 
*) Centralbl. f. Bakt. Abt. II, 49, 497 (1919). 
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Versuechsergebnisse. 


1. Die Oxydation des Wasserstofis. 


Die Versuche zur Oxydation des Wasserstoffs wurden, wie 
in dem Teil tiber allgemeine Methodik (Methodik der Gaskulturen 
beschrieben, ausgefiihrt. Der Wasserstoff wurde sowohl vom 
Bacterium aliphaticum liquefaciens als auch von den Methan- 
bakterien — wie aus den ‘T'abellen ersichtlich — v6llig ver- 
braucht. 


Versuche mit Bacterium aliphaticum liquefaciens, 


Versuch 1. Angesetzt am 12. September 1929 in anorganischer Niilir- 
lésung, geimpft mit Bact. aliphat. liquef. (natiirliche Reinzucht). 

Kingefillt 92°/, Knallgas, 8°, Kohlensiiure. (Gasraum des Kolben: 
1000 cem). 
Druck in mm Hg 


Datum auf 0° reduziert 
a ee ee ee 667 
Sk er a ee ee a ne 630 
ae ee eS oe 6 6 Oe ee we ee 4 568 
29. 10. 1929 > es * = * &% 356 

Am 4. 11. 1929 wurde Undichtigkeit beobachtet 177 
Bhs 3h, 3088. » + < ee 122 


Am 15. 1. 1980 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 0,0 com Wasserstoff. 


Versuch 2. Angesetzt am 17. September 1929 in anorganischer Niilir- 
lésung, geimpft mit Bact. aliphat. liquef. (natiirliche Reinzucht). 

Kingefiillt 92°/, Kmnallgas, 8°/, Kohlensiure. (Gasraum des Kolbens 
750 eem.) 


Druck in mm Hg 


Datum auf 0° reduziert 
A 565 
21. 10. 1929 ise « © & & Ss 517 
Pe 6s & sk se elu ee RC 425 
a 314 
Am 11. 11. 1929 wurde Undichtigkeit beobachtet 89 


Am 15, 1. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 0,0 cem Wasserstoff. 


Versuche mit Methanbakterien. 


Versuch 1. Angesetzt am 10. November 1929 in anorganischer Nats 
lésung, geimpft mit Methanbakterien (Reinkultur von ausgefaulten Agar 

Eingefiillt 92°/, Knallgas, 8°), Kohlensiiure. (Gasraum des Kolbeu: 
1000 ccin). 





10 
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Druck in mm Hg 


Datum auf 0° reduziert 
a ae < se ee ee ee OR hu} 654 
ee 593 
a ee se ae a ee eS ee *% * % 518 

eg GS ee NO we oe we Om Oe 106 
13. 12. 1929 ° 310 


Am 25. 12. 1929 wurde Undichtigkeit beobachtet 187 
Am 10. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 0,0 cem Wasserstoff. 


Versuch 2. Angesetzt am 10. November 1929 in anorganischer Nihr- 
ljsung, geimpft mit Methanbakterien. (Reinkultur von ausgefaultem Agar). 
Kingefillt 92°), Knallgas, 8°/, Kohlensiure. (Gasraum des Kolbens 
1000 cem). 
Druck in mm Hg 
auf 0° reduziert 
FS eee eee 


Datum 


ae oe ewe me we we ee 579 
ee 495 
rr er er oe ee 106 
ee a a a oe a 277 


SS Ae ee ee ee ee ee eee 
Am 10. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 0,0 cem Wasserstoff. 


Das makroskopische Bild der Bakterienleiber der beiden Arten glich 
dem einer weiBen bis grauweiBen kolloiden anorganischen Suspension, die 
sich mit der Zeit absetzte, wodurch die Lisung klar wurde. Gelegentlich 
- aber nur in wenigen Fiillen — konnte bei Bakt. aliphat. liquef. auch 
eine Kahmhaut beobachtet werden. 


2. Die Oxydation der Paraffinkohlenwasserstoffe. 


Die Versuche zur Oxydation des Methans, Athans, Propans und Butans 
mittels Bact. aliphat. liquef. (natiirliche Reinzucht) wurden in derselben 
Weise wie mit dem Methanbakterium durchgefiihrt. Es konnte in keinem 
Kalle weder eine Abnahme ces Gasdruckes noch eine Triibung der Niihr- 
lisung durch Bakterienwachstum festgestellt werden. Die Oxydations- 
versuche mittels Methanbakterien sind in den folgenden Tabellen zu- 
sammengestellt. 


Die Oxydation des Methans. 


Versuch 1. Angesetzt am 15. Juli 1929 in anorganischer Niihrlésung, 
ceimpft mit Methanbakterien. 

Eingefiillt 43 °/, Methan + 57°/, Sauerstotf, entspricht 414 cem Methan. 
Grasraum des Kolbens 1000 cem). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXC. 11 
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Druck in mm Hg 


Datum auf 0° reduziert 
a ae + « & « + & & BR @ 700 
> 0 rn ee ee 679 
0 ee ee ee Se ee 620 
x Se ae 564 
i | Se ee a a ae 506 
i ne | | 
es ew ee Ge ee 384 
i er ee ce rr 329 
ee ee ee ee ee ee ee ee 287 
Am 21. 10. 1929 mit Sauerstott aufgefiillt 762 


Am 12. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden:  10ccm Methan. 
Verbraucht: 404 eem Methan. 


Versuch 2. Angesetzt am 18. November 1929 in anorganischer Nihr- 


lésung, geimpft mit Methanbakterien. 
Kingefiillt 55°/, Methan + 45°, Sauerstoff, entspricht 94 ecm Methan. 


(Gasraum des Kolbens 180 cem). 
Druck in mm Hg 


Datum auf 0° reduziert 
Se ee 705 
a ee ee ee 

fae ae ee ee 
Am 4, 12. 1929 mit Sauerstoff aufgefiillt 759 
8 re ee ee ee ee oe 
ee ee ; . . 476 


Am 20. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 0,0 cem Methan. 
Verbraucht: 94 ecem Methan. 


Die Bakterien hatten an Methan — und auch an den anderen gas: 
formigen Kohlenwasserstofien als Substraten — ein iihnliches makrosko- 


pisches Aussehen wie an Wasserstoff. Charakteristisch war die feine weib- 
graue Suspension, die sich mit der Zeit absetzte und das Fehlen einer 


Kahmhaut. Diese letztere Eigenschaft — nicht an der Oberfliiche zu 
wachsen — ist bei der geringen Léslichkeit des Wasserstoffs und der 


Kohlenwasserstotte besonders beachtenswert. 


Die Oxydation des Athans. 
Versuch 1. Angesetzt am 18. November 1929 in anorganischer Nihr 
lisung, geimpft mit Methanbakterien. 
Eingefiillt 52 °/, Athan + 48 °/, Sauerstoff, entspricht 105 cem Athan. 
(Gasraum des Kolbens 210 cem). 


Aim 20. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 67 ecm Athan. 
Verbraucht: 88 eem Athan. 
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Versuch 2, Angesetzt am 18. November 1929 in anorganischer Niihr- 
lisung, geimpft mit Methanbakterien. 
Eingefiillt 46°/, Athan + 54°/, Sauerstoff, entspricht 89 cem Athan. 
(jasraum des Kolbens 200 cem.) 
Am 18. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 45 ecm Athan. 
Verbraucht: 44 cem Athan. 


Die Oxydation des Propans. 
Versuch 1. Angesetzt am 18. November 1929 in anorganischer Niahr- 
jsung, geimpft mit Methanbakterien. 
Eingefillt 54 °/, Sauerstoff + 46 °/, Propan, entspricht 115 eem Propan. 
Gasraum des Kolbens 265 ecm.) 
Am 16. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 31 ecm Propan. 
Verbraucht: 84 ccm Propan. 


Versuch 2. Angesetzt am 18. November 1929 in anorganischer Nihr- 
sung, geimpft mit Methanbakterien. 
Eingefiillt 52 °/, Propan + 48 °/, Sauerstoff, entspricht 105 eem Propan 
Gasraum des Kolbens 210 ccm.) 
Druck in mm Hg 


Datum auf 0° reduziert 
Free 
ee es kt ce ca 422 


12. 2. 1930 oe ae ee ae 
Am 12. 2. 1930 mit Sauerstott autgetiillt 758 
ee | 
Am 22, 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 47 ccm Propan. 
Verbraucht: 58 cem Propan. 


Die Oxydation des Butans. 
Versuch 1, Angesetzt am 13. Oktober 1929 in anorganischer Nihr- 


sung, geimpft mit Methanbakterien. 


Eingefiillt 32°/, Butan + 68°, Sauerstoff, entspricht 49 cem Butan. 
Gasraum des Kolbens 160 ecm.) 
Druck in mm Hg 


Datum auf 0° reduziert 
8. 10. 1929 . a ee ee ee 
i. S ee eS ‘ 709 
ee, re.) | 
i ee Se ae ae ee we OU 496 
ae. 41: 1009. . - ee oa 405 


Am 13, 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 10cem Butan. 
Verbraucht: 39 cem Butan. 






















J. Tausz und P. Donath, 





160 





Versuch 2. Angesetzt am 20. November 1929 in anorganischer Niily. 


lisung, geimpft mit Methanbakterien. 
Eingefiillt 46,5°/, Butan + 53,5°/, Sauerstoff, entspricht 76 ecm Butan 


(Gasraum dss Kolbens 170 ccm). 








Druck in mm Hg 







Datum auf 0° reduziert 
a 
ee ee 442 
12. 2. 1930 mit Ronntell aufgefiillt 460 
DOs Be SOO as * « 729 









Am 22, 2. 1930 wurde das Gas wetipaient. 
Gefunden: 42 ccm Butan. 
Verbraucht: 34 cem Butan. 









Die Oxydation des Pentans. 


Die Oxydation des Pentans wurde zunichst qualitativ in Rollflaschen 
mittels Bact. aliphat. liquef. ausgefiihrt. Es konnte eine starke Triibuny 
und die Bildung von Bakterienhiuten festgestellt werden. Die Blind- 
proben blieben klar. Die quantitativen Versuche sind im folgenden 2. 
sammengestellt. 

Versuch 1. Angesetzt am 5. Oktober 1929 in anorganischer Nihr 
lisung, geimpft mit Bact. aliphat. liquef. (natiirliche Reinzucht). 

Eingefiillt 0,25 cem Pentan + Sauerstoff, entspricht 48 cem Pentan 














dampf. (Gasraum des Kolbens 700 ccm.) 
Am 14, 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 11 cem Pentandampf. 
Verbraucht: 87 ccm Pentandampf. 
Versuch 2. Angesetzt am 17. Oktober 1929 in anorganischer Niilr- 






lésung, geimpft mit Bact. aliphat. liquef. (natiirliche Reinzucht). 
Eingefiillt 0,1 cem Pentan + Sauerstoff, entspricht 19 cem Pentan- 


dampf. (Gasraum des Kolbens 500 cem). 
Am 15. 2, 19830 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 5 cem Pentandampf. 
Verbraucht: 14 cem Pentandampf. 














Die Oxydation des Hexans. 


Anorganische Nihrlésung wurde in Rollflaschen, die im Dampftop! 
sterilisiert waren, mit Reinkulturen (von ausgef. Agar) des Methanbakteriums 
beimpft und 0,05 cem Hexan zugesetzt. Nach einigen Tagen triibte sich 
die Nihrlésung. Die Blindproben blieben klar, demnach wurde das Hex:n 
auch yon dem Methanbakterium abgebaut. 













Die Oxydation des Heptans. 


Angesetzt am 5. Dezember 1929 in anorganischer Nihrlésung, geimp't 


mit Bact. aliphat. liquef. 
Eingefiillt 0,6 cem Heptan mit der Konstante nj’ = 1,405. 


















fan 


d. 
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Am 28. Januar wurden durch Wasserdampfdestillation 0,2 ecm mit 
der erhéhten Konstante nj,’ = 1,422 zuriickgewonnen. 
Verlust bei der Destillation 0,1 ccm. 


Aus dem Brechungsexponenten des reinen Heptans. . nj,’ = 1,388 
und aus dem des zuriickgewonnenen Destillats . . . nj,’ = 1,422 
ergibt sich der Mischbrechungsexponent. . . . . . nj’ = 1,405 


jes von uns angewandten Heptans, das eben ein Gemisch von Heptan und 
Naphthen ist. Die Bakterien haben das Heptan abgebaut und auf diese 
Weise eine Trennung zwischen Paraffin und Naphthenkohlenwasserstoffen 
durchgefiihrt. 


Die Oxydation des Paraffindls. 


Anorganische Nahrlésung wurde in Rollflaschen, die im Dampftopf 
sterilisiert waren, mit Reinkulturen (von ausgef. Agar) des Methanbakteriums 
beimpft und 0,1 cem Paraffinél zugesetzt. Nach einigen Tagen war eine 
kriiftige Triibung wahrzunehmen. Die blinden Proben blieben klar. Durch 
Ausiithern der Niéhrlésung und Verdampfenlassen des Athers blieb kein 
wigbarer Riickstand zuriick. 


3. Die Oxydation der Olefinkohlenwasserstoffe. 


Die Versuche zur Oxydation des Athylens, Propylens und Butylens 
wurden in derselben Weise wie mit den Methanbakterien (vgl. weiter 
unten) ausgefiihrt. Es ergab sich dabei, daB keines von den angefihrten 
Kohlenwasserstoffen von Bact. aliphat. liquef. angegriffen wird, denn es 
konute weder eine Triibung noch eine Erniedrigung des Gasdruckes fest- 
vestellt werden. Die Oxydationsversuche mittels der Methanbakterien sind 
aus der folgenden Zusammenstellung ersichtlich. 


Die Oxydation des Athylens. 


Versuch 1. Angesetzt am 3. Dezember 1929 in anorganischer Nibr- 


ldsung, geimpft mit Methanbakterien. 


Eingefiillt 38 °/, Athylen + 62°/, Luft. 
Druck in mm Hg 


Datum auf 0° reduziert 
on ae « ec’ oe ee « ® % 715 
34. 2. 1980 pie. bt i yg 685 


Versuch 2. Angesetzt am 3. Dezember 1929 in anorganischer Nihr- 


sung, geimpft mit Methanbakterien. 


Eingefillt 40°), Athylen + 60°/, Sauerstoff. 
Druck in mm Hg 


Datum auf 0° reduziert 
i 713 
24. 2. 1930 ee te ee 671 


Wie aus den Tabellen zu ersehen ist, wurde das Athylen bis jetzt 


nicht angegriffen. Dies bedeutet jedoch keineswegs die Nichtangreifbar- 
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keit dieses Substrats durch das Methanbakterium. Wegen den langen 
Incubationszeiten (bis zu 2'/, Monaten) die wir bei diesem Mikrob mehrfac}, 
beobachtet haben, soll die Angabe iiber die Nichtangreifbarkeit des Athylens 
nur als eine vorliufige betrachtet werden. 


Die Oxydation des Propylens. 


Versuch 1. Angesetzt am 2. Oktober 1929 in anorganischer Niibr. 
lésung, geimpft mit Methanbakterien. 
Eingefillt 17°), Propylen + 83°, Sauerstoff, entspricht 20 cem Pro. 
pylen. (Gasraum des Kolbens 120 ccm.) 
Druck in mm Hg 


Datum auf 0° reduziert 
SF ee ee 
4. 11. 1929 . 627 
11. 11. 1929 . 556 
4 <a eee ee eee a ee 
Am 12. 2, 1930 mit Sauerstoff aufgefiillt 758 
19. 2. 1930 736 


Am 19. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 1 cem Propylen. 
Verbraucht: 19 cem Propylen. 


losung, geimpft mit Methanbakterien. 
Kingefiillt 18°/, Propylen + 82°, Sauerstoff, entspricht 39 cem Pro- 
pylen. (Gasraum des Kolbens 230 cem.) 
Am 15. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 8 cem Propylen. 
Verbraucht: 31 cem Propylen. 


Versuch 2. Angesetzt am 3. Dezember 1929 in anorganischer Niihr- 


Die Oxydation des Butylens. 


Versuch 1. Angesetzt am 19. November 1929 in anorganischer Niilir- 
lisung, geimpft mit Methanbakterien. 
Kingefiillt 34 °/, Butylen +- 66 °/, Sauerstoff, entspricht 67 cem Butylen 
(Gasraum des Kolbens 190 ecem.) 
Am 19. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 29 ccm Butylen. 
Verbraucht: 388 ecm Butylen. 


Versuch 2. Angesetzt am 19. November 1929 in anorganischer Nabr- 
lisung, geimpft mit Methanbakterien. 
Eingefiillt 40°), Butylen + 60°, Sauerstoff, entspricht 88 ecm Butylen 
(Gasraum des Kolbens 220 ecm.) 
Am 19. 2. 1930 wurde das Gas analysiert. 
Gefunden: 53 cem Butylen. 
Verbraucht: 35 ccm Butylen. 
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4. Die Oxydation des Benzols und Cyclohexans. 


Die Versuche zur Oxydation des Benzols und Cyclohexans wurden 
folzendermaBen ausgefiihit: 

Am 20. November 1929 wurden in Kolben mit 350 cem Inhalt 150 cem 
anorganische Nihrlésung eingefiilit und mit Methanbakterien beimpft. Dann 
wurden jeweils 0,05 eem der betreffenden Substrate zugesetzt. Es wurden 
Versuche sowohl in Luft als auch in Sauerstoffatmosphire angesetzt. In 
keinem Falle konnte eine Triibung oder eine Druckabnahme festgestellt 
werden. Benzol und Cyclohexan werden demnach auch yon den Methan- 
bakterien nicht angegriffen. 


5. Die Oxydation der Benzolderivate mit aliphatischer 
gesattigter Seitenkette. 


Die Oxydation des Athylbenzols, Propylbenzols, 
Butylbenzols und Cetylbenzols. 

In Rollflaschen von 1 Liter Inhalt — die im Dampftopf  sterilisiert 
waren — wurden 300 cem anorganische Nihrlésung eingefillt und mit 
Bact. aliphat. liquef. (natiirliche Reinzucht) beimpft. Dann wurden jeweils 
0,05 cem der angefiihrten Substrate zugesetzt. Die Ansiitze mit Methyl-, 
Athyl-, Propyl- und Butylbenzol zeigten keine Triibung, d.h. sie wurden 
von Bact. aliphat. liquef. nicht angegriffen. 

Die Ansitze mit Cetylbenzol waren dagegen stark getriibt. Cety! 
benzol wird demnach von Bact. aliphat. liquef. abgebaut. 


III. Versuche zur Aufklarung des Reaktionsmechanismus. 


Hydrierungsversuche mittels Wasserstoff als Substrat 
und Methylenblau als Acceptor. 


Die Untersuchung ob molekularer Wasserstoff durch die 
Bakterien aktiviert wird, geschah nach dem Prinzip der Thun- 
bergschen Methodik?) in der Weise, daB die Zeiten gemessen 
wurden, in der das Methylenblau in Gegenwart von Wasserstoft 
und Bakterien entfirbt wurde. Zur Kontrolle fiir die Eigen- 
entfarbung der Bakterienleiber waren Blindproben mit Methylen- 
blau + Stickstoff + Bakterien angesetzt. Die Versuche wurden 
tolgendermaBen ausgefiibrt: Rundkolben von 1!/, Liter Inhalt 
mit KEin- und Ableitungsrohr — das Kinleitungsrohr reichte 
last bis zum Boden des Kolbens und trug am obersten Ende 
einen Schliff, das Ableitungsrohr war am Hals des Kolbens 
angesetzt und hatte ebenfalls einen Schliff — wurden bis zu 
‘/, ihres Volumens mit anorganischer Nihrlésung gefiillt und 
mit an anorganischer Nihrlésung + Hexan kultivierten Bact. 


) Skand. Arch. Physiol. 35, 163 (1918). 
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aliphat. liquef. geimpft. Dann wurden Knallgas + Kohlensiure 
(8°). Kohlensiure) eingefiillt und die Bakterien zur Erhaltung 
von geniigenden Mengen kultiviert. Nach einigen Wochen, nach- 
dem die Vermehrung der Bakterien durch starke Niederschlags- 
bildung erreicht war, wurden 0,02 g Methylenblau (bei 100° 
2 Stunden lang getrocknet) in einigen Kubikzentimeter anorganischer 
Nahrlésung eingefiillt. Die Nahrlésung im Kolben enthielt an 
Methylenblau 0,002°/,. Dann wurden die Kolben jeweils mit 
Wasserstoff und Stickstoff 11/, Stunden durchspiilt. Die mit 
Wasserstoff gefiillten Kolben waren je nach dem Bakterien- 
material nach 1—10 Stunden entfirbt. Es wurden auch Methylen- 
blaulésungen mit der 10 fachen der vorher angegebenen Konzen- 
tration verwendet, dann dauerte die Entfarbung mebhrere Tage. 
An den mit Stickstoff gefiillten Blindproben war dagegen auch 
nach mehreren Wochen keine Entfarbung wahrzunehmen. 


Dehydrierungsversuche mittels Hexan als Substrat 
und Methylenblau als Acceptor. 


Die Versuche wurden ihnlich wie bei Wasserstoff angegeber 
mit Bact. aliphat. liquef. ausgefiihrt. Die Kultur vor dem Methylen- 
blauzusatz erfolgte aber sowohl an Knallgas + Kohlensiure, als 
auch auf Hexan. Nach dem Methylenblauzusatz wurden die 
Kolben mit Stickstoff 11/, Stunden lang durchgespilt und das Hexan 
(0,2—0,5 ccm) durch den oberen Kolbenansatz — durch Kis- 
kiihlung des Gasraumes — eingesogen. Die Ansitze: Bakterieu 
an Knallgas kultiviert + Hexan + Methylenblau + Stick- 
stoff wie auch die dazu gehérenden Blindproben Bakterien an 
Knallgas kultiviert + Methylenblau + Stickstoff wurden auch 
nach mehreren Monaten nicht entfirbt. Die Ansitze dagegen — 
wie auch ihre Blindproben — die mit an Hexan geziichteten 
Bakterien ausgefiihrt wurden, waren nach einigen Stunden 
(S—12 Stunden wechselnd je nach dem Bakterienmaterial) entfarbt. 


Versuche zum Nachweis der intermediar gebildeten 
ungesattigten Kohlenwasserstoffe. 


Der Nachweis des beim Abbau des Hexans gebildeten un- 
gesiittigten Kohlenwasserstoffs erfolgte folgendermaBen: 

Kolben von 1 Liter Inhalt mit Schliff wurden mit 300 ccm 
anorganischer Nihrlésung gefiillt, mit Bact. aliphat. liquef. ge- 
impft und 0,05 cem Hexan zugesetzt. Nach einigen Tagen war 
an diesen Ansitzen ein ganz charakteristischer und unverkenn- 
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barer Geruch nach ungesiattigten Kohlenwasserstoffen wahr- 
zunehmen, der nach langerer Kulturzeit wieder verschwand. Gab 
man zu diesen alten Kulturen wieder Hexan zu, so trat der Ge- 
ruch wieder auf. Es wurden zunichst im Gasraum dieser Flaschen 
Leuchtdruckmessungen an Phosphor in folgender Weise vor- 
cenommen: Ein Stiick gelber Phosphor wurde an einer Schnur 
in den Gasraum der Flaschen eingehangen (wobei das Phosphor- 
leuchten sofort verschwand) und diese mit einem durchbohrten 
Gummistopfen verschlossen. Durch den Stopfen war ein T-Stiick 
gefiihrt, das durch Gummischliuche einerseits mit einem (ueck- 
silbermannometer, andererseits mit der Wasserstrahlpumpe ver- 
vunden war. Zwischen der Flasche und dem Manometer war 
ein Glashahn eingeschaltet. Ks wurde nun mit der Wasserstrahl- 
pumpe langsam evakuiert und das Aufleuchten des Phosphors 
im Dunkeln beobachtet. Sobald dies eintrat wurde der Hahn 
zwischen Flasche und Manometer geschlossen, Druck und 'T'em- 
peratur abgelesen. Folgendes Protokoll zeigt die Versuchs- 
ergebnisse. 


Leuchtdruckmessungen an Hexankulturen. 














7 Datum der Leucht- Druck Temperatur 
atum des Ansetzens ; 
druckmessung in mm Hg in ° 
15. 10. 1929 16. 11. 1929 375 20 
11. 11. 1929 16. 11. 1929 490 20 
11. 11. 1929 16. 11. 1929 867 20 
4. 10. 1929 16. 11. 1929 687 20 
19. 10. 1929 16. 11. 1929 480 20 
29. 1. 1930 5. 2. 1930 530 20 
29. 1. 1930 5. 2. 1930 470 20 
29. 1. 1930 5. 2. 1930 395 20 
29. 1. 1930 d. 2. 1930 385 20 
29. 1. 1930 5. 2. 1930 335 20 
29. 1. 1930 5. 2. 1930 310 20 
29. 1. 1930 5. 2. 1930 235 20 
29. 1. 1930 5. 2. 1930 400 20 
29. 1. 1930 5. 2. 1930 480 20 
29, 1. 1930 9. 2. 1930 375 20 
‘lindprobe mit 0,05ccm Hexan ohne Bakterien 680 20 





Wie aus den Tabellen ersichtlich, wurden beim Hexanabbau 
stark leuchtdruckerniedrigende Stoffe gebildet. Der Leuchtdruck 
wird aber nicht nur durch ungesittigte Kohlenwasserstoffe, sondern 














166 J. Tausz und P. Donath, 





~ 


auch durch andere sauerstoffhaltige organische Substanzen, wie 
z. B. Aldehyde stark erniedrigt. Da solche Produkte méglicher- 
weise bei unseren Versuchen entstehen konnten, muBten diese 
entfernt werden, was in folgender Weise geschah: 

Die Flaschen, in denen die Reaktion des Hexanabbaues yo: 


sich ging, wurden mit U-Réhren — wie aus der Zeichnung er- 
sichtlich — verbunden (vgl. die Figur) Durch Evakuieren mit 


der Wasserstrahlpumpe wurden die fliichtigen Substanzen durch 
die Rohre gesaugt. Die ersten drei mit EKiskochsalz gekiihlten 
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Fig. 1. Apparatur zur Isclierung der unges&ttigten Kohlenwasserstoffe. 


a = Kulturflasche. e = aktive Kohle. 

b = Kaltemischung. f = Schutzrohr. 

c = Kondensatorrohren fir Wasserdampf. g = Sicherheitsvorlage mit Manometer 
d = Kondensatorrohren gektihit mittels h = DewargefabB. 


titssiger Luft. 


U-Rohre ‘mit etwa 20 ccm Inhalt) dienten zur Abscheidung der 
Wasserdimpfe. Das vierte und fiinfte Rohr (etwa 5 ccm Inhalt) war 
mit fliissiger Luft gefiillt. Das letztere enthielt auch aktive Kohle 

F's wurden zehn Flaschen abgesaugt, wobei sich im vierten 
Rohr eine leicht bewegliche Fliissigkeit (etwa 0,2 ccm) und Wasser 
abschied. Die Fliissigkeit hatte ein geringeres spezifisches Ge- 
wicht als das Wasser. Das Wasser wurde mit Chlorcalcium ent- 
fernt, die Fliissigkeit in ein evakuiertes, mit fliissiger Luft ge- 
kiihltes Rohr iiberdestilliert und ein Stiickchen geschmolzene: 
Natrium zugefiigt. Dann wurde das Rohr abgeschmolzen und 
etwa 6 Stunden lang auf 60° erwirmt. Diese Behandlung be- 
zweckte die Zerstérung von, den Leuchtdruck des Phosphor: 
stark erniedrigenden sauerstoffhaltigen Stoffen. Nach der Be- 
handlung mit Natrium wurde das Rohr ge@éffnet und von de: 
Fliissigkeit ein kleiner Anteil zu Leuchtdruckmessungen in ein: 
Drehschmidtsche Gasbiirette gesogen und mit Luft verdiinnt. 
Ks wurden die in der Tabelle angegebenen Mischungen dieser 
Substanz mit Luft hergestellt und in der Atmosphiire dieser 
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Mischung der Leuchtdruck des Phosphors in einer Phosphor- 
pipette gemessen. Aus der aktiven Kohle konnten durch Er- 
wirmen keine leuchtdruckerniedrigende Stoffe gewonnen werden. 





°) Substanz o Luft Leuchtdruck — 
in mm Hg in 
0,9 99,1 460 20,0 
0,5 99,5 460 20,0 
0,3 99,7 560 20,0 
0,14 99,8 760 20,0 
0,4 99,6 580 20,0 











Die Substanz hatte eine stark leuchtdruckerniedrigende Wir- 
kung und es ist hiermit gezeigt, daB beim Abbau von Hexan 
intermediar ungesittigte Kohlenwasserstoffe entstehen. 


Zusammenfassung. 

Vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile: Der erste Teil be- 
handelt das Differenzierungsvermogen zweier Bakterienarten 
— des Bact. aliphat. liquef. und des Methanbakteriums — gegeniiber 
Kohlenwasserstoffen. Im zweiten Teil wurde der Reaktions- 
mechanismus der Wasserstoff- und Kohlenwasserstoffoxydation 
untersucht. Es seien die Ergebnisse im folgenden zusammengefabt: 

1. Wasserstoff wird von beiden Bakterienarten oxydiert. 

2. Der Angriff der Kohlenwasserstoffe durch Bact. aliphat. 
liquef. erfolgt in den homologen Reihen erst von einem be- 
stimmten Glied dieser Reihen an und zwar bei Paraffinkohlen- 
wasserstoffen von Pentan an. Alle Glieder, die iiber dieser Grenze 
liegen, werden abgebaut. 

Die Olefine einschlieBlich Butylen werden nicht angegrifien. 
Benzole mit aliphatischer Seitenkette werden nur abgebaut, wenn 
die Seitenkette iiberwiegt. 

3. Das Methanbakterium oxydiert alle Paraffinkohlenwasser- 
stoffe. Die Frage, ob Athylen angegriffen wird, konnte auf Grund 
unserer Versuche noch nicht entschieden werden. Propylen, Butylen 
wurden angegriffen. Benzol und Cyclohexan werden nicht abgebaut. 

4. Die bakterielle Oxydation des Wasserstofis geht auch mit 
Methylenblau als Acceptor vor sich, eine Tatsache, die auf eine 
Aktivierung des Wasserstoffs hinweist. 

5. Bei der Oxydation des Hexans konnte das intermediire Aui- 
treten von ungesittigten Kohlenwasserstoffen nachgewiesen werden. 

6. Es wurde eine Theorie des bakteriellen Stoffwechsels an- 
geschlossen. 
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" Spektralphotometrische Untersuchungen iiber die Aldehyd- 
bindung der Eiweifkérper und deren Hydrolysenprodukte; 
ferner tiber die Enolisation der Peptidbindungen. 
Von 
J. Gr6h und M. Hanak. 


Mit 9 Figuren im Text. 





(Aus dem Chemischen Institut der k. ung, Tierdrztlichen Hochschule Budapest. 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Juni 1939.) 


Y wets 


I. Die Lésungen der EiweiBkérper zeigen infolge ihres Ge- 
haltes an Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin eine selektive 
Absorption im Ultraviolett und es mu8 das entsprechende Ab- 


e- sorptionsband mit einer Verainderung auf alle chemischen Ein- 
n wirkungen reagieren, die eine chromophore Gruppe im Hiweib- 
oT molekiil zustande bringen. Dies war von vornherein zu erwarten 


a vom Formaldehyd (und auch von anderen Aldehyden, Ketonen, 
n Zuckerarten), durch die — wie allgemein bekannt — die —NH,- 





U: Gruppen in die —N=CH,-Gruppe umgewandelt wird, welch 
| letztere — infolge der Doppelbindung — eine chromophore Gruppe 
t. darstellt. In der Tat entstehen michtige Verschiebungen im Ab- 


‘- sorptionsspektrum der EiweiBkérper (und der Eiweifspaltungs- 
- produkte) auf Einwirkung der erwihnten Stoffe. Um diese Ver- 


e inderungen deuten zu kénnen, war es noétig die Versuche mit 
Aminoséuren zu beginnen. 

1, II. Der erste Teil unserer Arbeit bestand also darin, dab 

i § wir die Absorptionsspektra der verschiedenen Aminosiduren auf- 


genommen und die Veranderungen festgestellt haben, die in ihnen 
unter der Kinwirkung von Aldehyden hervorgerufen werden. Mit 
d den Absorptionsspektra der Aminosiuren und EiweiBstoffe haben 
n sich mehrere Autoren beschiiftigt?). Doch muBten diese Versuche 


1) Dhéré, Recherches spectrographiques ete. Fribourg, 1909; Ward, 
t Biochemie. J. 17, 898 (1923): Marchelewsky u. Nowotnowna, Bull. Int. 
p Acad. Polon. Serie A 154 (1925) u. 471 (1928); Stenstrém u. Renhard, 
J. of biol. Chem. 66, 819 (1925); Ley u. Zschacke, Ber. chem. Ges. 57, 
1700 (1924); Ley u. Hiinecke, Ebenda 59, 510 (1926); Abderhalden u. 
Mitarbeiter, Mehrere Mitteilungen in dieser Z. seit 1927; Yuji-Shibata 
.Tei-Ichi-Asahina, Bull. Chem. Soc. Japan 2, 324 (1927); Smith, Proc. 
Roy. Soe. B. 104, 198 (1929). 
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wiederholt werden, teils, weil die Literaturangaben voneinander 
wesentlich abweichen, teils, weil wir die Verinderungen fest- 
zustellen wiinschten, die auf Kinwirkung der genannten Reagenzien 
in den Absorptionsspektra auftreten. 

Zu unseren Versuchen diente ein Spektrograph /, von Hilger, 
in Verbindung mit einem Judd-Lewisschen Sektorphotometer. 
Die Absorptionskiivetten waren 1 und 2 cm lang. Die notigen 
Aminosiiuren erhielten wir von den Firmen Schering-Kahlbaum 
(Berlin), Th. Schuchard (G6rlitz) und Chinoin (Ujpest). Tyrosin 
und Glutaminsiiurechlorhydrat stellte uns Herr Prof. G. Zemplén 
(Budapest) zur Verfiigung, wofiir wir ihm sehr dankbar sind. Die 
Formaldehydlésung wurde in der Weise dargestellt, daB wir Tri- 
oxymethylen mit Wasser in einem mit RickfluBkiihler versehener 
Kolben gekocht haben. 

III. Diealiphatischen Aminosduren zeigen keine selektive 
Absorption, nur eine sogen. Endabsorption. Dabei ist ihre Ab- 
sorption in dem Wellenlingengebiet, wo das charakteristische Ab- 
sorptionsspektrum der Eiweifstoffe gelegen ist, eine so geringe, 
daB wir sie bei den EiweiBuntersuchungen ruhig vernach'ii. en 
kénnen. Doch sei des Beispieles halber die Absorptionskurve des 
Leucins in der Fig. 1 mitgeteilt, in die als Ordinaten die mole- 
kularen Extinktionskoeffizienten, auf die Abszisse aber die Wellen- 
lingen (in mu) aufgetragen sind. (Die Kurven in den iibrigen 
FKiguren sind ihnlich konstruiert, Figg. 8 und 9 ausgenommen, 
wo die Extinktionskoeffizienten auf 0,1°/, EiweiB bezogen sind. 
Die Kurven bediirfen keiner weiterer Erlauterungen. Wie zu er- 
sehen ist, ruft die Einwirkung des Formaldehyds im Absorptions- 
spektrum des Leucins — den Erwartungen entsprechend — eine 
ziemlich groBe Verschiebung hervor. 

IV. Das Tyrosin zeigt eine selektive Absorption in reinem 
Wasser. Das Absorptionsmaximum liegt bei 276 mu, wo der 
Wert des molekularen Extinktionskoeftizienten « = 1576 betriigt 
‘Fig. 2, Kurve 1). Dieser Wert weicht kaum 3—4°/, vom Werte 
ab, der aus dem Grafikon von F.C. Smith abzulesen ist. 

Die Absorptionskurve des in Wasser gelésten Tyrosins aindert 
sich weder nach Zugabe von Formaldehyd, noch nach Zugabe vou 
H,SO, + Formaldehyd, noch aber, wenn als Lésungsmittel eine 
halbgesittigte Lésung von NaHCO,, oder eine formaldehydhaltige 
NaHCO,-Liésung verwendet wird. 

{ine wesentliche Verschiebung der Absorptionskurve erfolgt 
aber, wenn wir als Lésungsmittel eine 0,01 n-NaOQH-Lésung 

















Spektralphotometrische Untersuchungen iiber Aldehydbindung usw. 17] 


peniitzen (Fig. 2, Kurve 4a). In diesem Medium fanden wir zwei 
Maxima: das eine bei 293,0 mu, wo ¢ = 2530, das zweite bei 
240 mu, wo ¢ = 9400. (Dieses zweite Maximum ist in die Figur 
nicht eingezeichnet.) Durch eine weitere Erhéhung der Konzen- 
tration der Lauge (z. B. bis 0,1 n) wird an der Absorptionskurve 
nichts weiter geiindert. 
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Fig. 1. Leucinlésungen. Konzentration des Leucins immer 0,05 Mol Liter. 
Kurve 1, Leucin in Wasser. 





9» oy 9 99 » , Formaldehydgehalt 17,5°.. 
” 3, ” ” 0,1 n-NaOH. 

» 4 9 5, OL »»  , Formaldehydgehalt 14°, 
‘7 5, 3 ,, Wasser, Dextrosegehalt 1 Mol. 


_  Gwischen den beiden Kurven 1 und 4a der Fig. 2 kénnen 
Ubergangskurven existieren. Bei p,, = 7,8 weicht die Absorptions- 
kurve noch nicht wesentlich von derjenigen in reinem Wasser ab, 
Im Falle p,, = 11,0 erhielten wir die Kurve 3a und bei p,, = 11,77 
schon fast die gleiche, die in 0,01 n-Lauge gefunden wurde. 

In einer Lésung jedoch, in der p,, gréfer ist, als diejenige 


ener NaHCO,-Lésung, erfoigt bereits eine Reaktion zwischen 


TT 


lvrosin und Formaldehyd. So erhielten wir z. B. in einer Lésung 


von Tyrosin in 0,01 n-NaOH, die 17,5°/, Formaldehyd enthielt, 


de Kurve 4b, die also eine miichtige Verschiebung aufweist im 


af 


‘ergleiche mit der Absorptionskurve des Tyrosins in 0,01 n-NaOQH 


cine Formaldehyd (Kurve 4a). Die GriBe der Verschiebung hiingt 


- 


ue 


on der Konzentration der Wasserstoffionen und des Formaldehyds 


. Wurde die Konzentration der Lauge variiert (Fig. 3), so 
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konnte einerseits beobachtet werden, daB die Kinwirknng de; 
Formaldehyds auf das Absorptionsspektrum bei einer 0,01 n-NaQH. 
Konzentration am gréBten ist, andererseits, daB bei konstant ge. 
haltener Laugenkonzentration die EKinwirkung um so gr6éBer aus. 
















































fallt, je gréBer die Formaldehydkonzentration ist (Fig. 4). ) 
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Fig. 2. Tyrosinlésungen. Konzentration des Tyrosins immer 0,0005 Mol/Liter. 
Kurve 1, Tyrosin in Wasser. 


2, ie ,, Puffer. Py = 7,8, Formaldehydgehalt 17,5 ° ,. ep: 
Ba, fe ‘3 ” Pry = 11,0. P 
3b, ‘. ” Py = 11,0, ” 15 %/». 
la, " ,, 0,01 n-NaOH, /, 
4b, se ,, 0,01 ,, , Formaldehydgehalt 17,5° .. 
Das Tyrosin verhilt sich gegen Traubenzucker ihnlich, wie? ku 
gegen Formaldehyd. Eine Reaktion findet also nicht statt in 
neutraler, wohl aber in alkalischer Lisung und die GréBe der Fo 


Verschiebung der Absorptionskurve ist eine Funktion der Konzen- Ste 
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tration des Traubenzuckers (Fig. 5). — Eine uihnliche Wirkung 
erhilt man von Milchzucker, Aceton, Fructose oder Maltose; mit 
der Kinwirkung von aromatischen Aldehyden und Ketonen wollten 
wir uns nicht naher beschiftigen, da die EKigenabsorption der 
letzteren eine sehr groBe ist und hierdurch das Messungsverfahren 
wesentlich erschwert wird. 

V. Die Absorptionskurve des in Wasser geliésten Phenyl- 
alanins ist durch die Kurve la der Fig. 6 dargestellt. Wie 











| 
, 0 5 59 
250 275 200 
Fig. 3. Tyrosinlésungen. Konzentration des Tyrosins immer 0,0.05 Mo! Liter 


Kurve 1, Tyrosin in 0,01 n-NaOH. 
2; ay .. O,L n-NaOH, Formaldehydgehalt 17,5 


soo | 17.5 
5, » 0,01 
ersichtlich, ist die Absorption dieser Aiminosiiure wesentlich geringer, 
als die des Tyrosins. Der an der Stelle des Absorptionsmaximums 
/ = 256,5 mu) von uns erhaltene molekulare Extinktionskoettizient 
= 180) stimmt bis auf etwa 1°/, mit dem iiberein, der aus der 
Kurve von F. C. Smith abzulesen ist. 
Das Phenylalanin reagiert schon in wiiBriger Liésung mit 
Formaldehyd, was sich in der Steigerung der Absorption an d 
Stelle des Maximums iiuBert (Fig. 6, Kurve 1b). List man das 


Foppe-Seyler’s Zeitschrift f. physio!. Chemie. CXC. 12 
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Phenylalanin in 0,1 n-Schwefelsiure, so ist die Absorptionskurye 
kaum merklich verschieden von der der waBrigen Lisung, Das 
Formaldehyd reagiert mit Phenylalanin auch in saurer Lisung, 
wie es aus der Kurve 2 (Fig. 6) zu ersehen ist. In einem alka- 
lischen Medium verschiebt sich die Absorptionskurve des Phenyl- 
alanins (Kurve 3a) und das Phenylalanin tritt auch in diesem 
Medium in Reaktion mit Formaldehyd (Kurve 3b). 
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Fig. 4. Tyrosinlosungen. Konzentration des Tyrosins immer 0,0005 Mol/Liter. 
Kurve 1, Tyrosin in 0,01 n-NaOH. 


; 2, vi ,», 0,01 ” , Formaldehydgehalt 5°). 
5 ay + ,, 0,01 : ss 10 ,, 
4, < » 0,01 - as 20 ,, 
5, i », O,O1 - WO 4, 


VI. Unter allen untersuchten Aminosiuren ist die Absorption 
des Tryptophans am gréBten. In reinem Wasser (Kurve la in 
der Fig. 7) finden wir das Maximum bei 277,5 mu, wo der Wert 
des molekularen Extinktionskoeftizienten ¢ = 5925 betragt. (Dieser 
Wert stimmt vollkommen mit dem von F. C. Smith iiberein. 
Auf Einwirkung von Formaldehyd tritt schon in reinem Wasser 
eine Reaktion ein (Kurve 1b in Fig. 7), was sich in der Verschiebung 
des Maximums und in einer Abnahme der Absorption an diese 
Maximum, ferner im Auftreten eines neuen Absorptionsmaximums 
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iuBert. Die Wirkung des Trauben- und Fruchtzuckers ist geringer 
als die des Formaldehyds. Mit Maltose liBt sich eine relativ 
créBere Wirkung erreichen (Kurve 1c in der Fig. 7). 

In 0,1 n-Salzsiure zeigt das Tryptophan dieselbe Kurve, wie 
1 Wasser, das Formaldehyd reagiert mit Tryptophan auch in 
diesem Medium (Kurve 2 in Fig. 7), die Wirkung der Zuckerarten 
ist aber eine geringere. 
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Fig. 5. Tyrosinldsungen. Konzentration des Tyrosins immer 0,0005 Mol Liter. 
Kurve 1, Tyrosin in 0,01 n-NaOH., 


ao ou 55 O01 " , Traubenzucker 0,1 Mol/Liter. 
, 7s »» 0,01 ‘- ys 0,5 re 

—— oa = oe i 1,0 

~~ i. , 0,01 ,, - 2,0 . 


In 0,1 n-NaOH-Lésung verschiebt sich die Absorptionskurve 
des Trytophans (Kurve 3a in Fig. 7) und in alkalischer Lésung 
erhalten wir eine kleinere Verschiebung der Absorptionskurve unter 
Kinwirkung des Formaldehyds als in reinen Wasser (Kurve 3b in 
Fig. 7) und mit Zuckern eine kleinere Wirkung, als mit Form- 
aldehyd. 

VII. Die mit Histidin erhaltenen Daten teilen wir nicht 
craphisch mit. Diese Aminosiure zeigt keine selektive Absorption, 
doch ist ihre Absorption gréBer, als diejenige der aliphatischen. 
So betrigt z. B. der molekulare Extinktionskoeffizient des Histidin- 


13° 
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hydrochlorids in Wasser bei 268,2 mu 19,6, bei 297,0 mu 11,9 
In alkalischer Lésung bei 270,0 mu 39,6, bei 300,0 mu 23,7. Die 
Absorption ist also in Gegenden, welche uns néher interessieren, 
eine recht geringe im Vergleich zu jener des Tryptophans und 
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Fig. 6. Phenylalaninlésungen. Konzentration des Phenylalanins immer 0,002 Mol Liter 
Kurve ta, Phenylalanin in Wasser. 
Lb, ‘. i , , Formaldehydgehalt 16°), 
Os ,, 0,1 n-H.SO,, Pormaldehydgehalt 13 ° 9. 
3a, cs ,, O,L n-NaOH, 
30, - “sO 20 9/, 
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Tyrosins. — In saurer Lisung erhielten wir mit Formaldehyd 
keine nennenswerte Verschiebung der Absorptionskurve, wohl aber 
in alkalischer Lésung. 

VIII. Beim Zystin konstatierten wir keine selektive Ab- 
sorption, nur eine inflexionsartige Beugung in der Kurve, aus der 
man auf eine verdeckte selektive Absorption schlieBen kann. D:- 
bei ist die Absorption wesentlich gré8er, als beim Histidin, z. b. 
in saurer Lisung bei 271,5 mu 215, bei 801,5 mu 59,6, in alkalische: 
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Fig.7. Tryptophanlésungen. Konzentration des Tryptophans immer (),(02 Mol/Liter. 
Kurve la, Tryptophan in Wasser. a 
lb, me PP a , Formaldehydgehalt 16 
1c, - - 3 Maltosegehalt 0,2 Mol Liter. 
2 _ ., 0O,L n-HCI, Formaldehydgehalt 16°. 
3a, - 5, 0,1 n-NaOH., 
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Losung bei 270,0 mu 289, bei 303,0 mu 59,6. In alkalischer 
Lisung verschiebt sich die Absorptionskurve mit der Zeit von sich 
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selbst. Das Formaldehyd ruft keine Verinderung im Absorptions. 
spektrum hervor, weder in saurer, noch in alkalischer Lésung, 
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Fig. 8. Caseinlisungen. Konzentration des Caseins immer 0,05—0,1 %). 
Kurve 1a, Casein in 0,01 n-NaOH. 


1b, i », 0,01 is , Formaldehydgehalt 18,2 °%,. 

2a, ms ., O1 - nach Hydrolyse. 

2b, _ i, o9 MR - Formaldehydgehalt 10 °/) nach Hydrolyse. 
3a, - ., 0,l n-HCI, nach Hydrolyse. 

3b, ™ a ss Formaldehydgehalt 10°), nach Hydrolyse. 


IX. Die folgenden Versuche wurden am Casein, bzw. desseu 
Hydrolysenprodukten durchgefiihrt. Die Kurve 1a der Fig. > 
zeigt die Absorptionskurve einer frischen Caseinlésung in 0,01 n- 
NaOH. Die Extinktionskoeffizienten auf der Ordinate beziehen 
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sich auf 0,1°/, Casein. Das Absorptionsmaximum finden wir bei 
290 mu, wo der Wert des Extinktionskoeffizienten « = 1,0 ist. Dies 
stimmt mit den Messungen von Abderhalden und Rossner?) 
cut iiberein. 

Diese Kurve iindert sich bei Kinwirkung von Formaldehyd 
ihnlich (Kurve 1b in Fig. 8) wie wir es beim Tyrosin gesehen 
haben, d. h. die Absorptionskurve wird heruntergedriickt und ver- 
schoben. 

Wir stellten nun mit 1,0 n-NaOH eine 1°/,ige Caseinlésung 
her und hydrolysierten sie durch 24 Stunden Janges Erwiirmen 
auf 100° C. Die iibrigen Kurven der Fig. 8 beziehen sich auf 
dieses Hydrolysat, und zwar derart, dab die Extinktionskoeffizienten 
— wie friiher — auf eine 0,1°/,ige Caseinlésung als Ausgangs- 
material umgerechnet sind. Wie die Kurve 2a zeigt, ist die Ab- 
sorption an der Stelle des Maximums beim Hydrolysat weseuntlich 
oriBer, als beim nativen Casein. Und auf Kinwirkung von Form- 
aldehyd (Kurve 2b) erfolgt eine noch gréBere Erhéhung. Wibhrend 
also durch Formaldehyd die Absorptionskurve des Caseins her- 
untergedriickt wird, erfolgt am Hydrolysat eine entgegengesetzte 
Wirkung, also eine Erhéhung der Kurve. 

Wird das Hydrolysat mit HCl angesiuert, so erhalten wir 
die Kurve 8a, und bei EKinwirkung von Formaldehyd in dieser 
sauren Lésung die Kurve 3b. 

X. Wenn wir annehmen, daB der Tyrosingehalt des Caseins 
gleich 4,5°/,?) und der Tryptophangehalt desselben 2,0°/,*) be- 
triigt, ferner in erster Anniherung annehmen, daf die Absorption 
des Caseins nur auf die Absorption dieser beiden Aminosiiuren 
zuriickzufiihren ist, so kénnten wir — nachdem die Absorptions- 
kurven der letzteren bekannt sind — auf Grund einer einfachen 
Berechnung erwarten, daB das Absorptionsmaximum des Caseins 
bei 287,5 mu legen und seine Absorption bei dieser Wellenliinge 
¢= 1,09 betragen wird. In der Tat liBt sich angesichts der all- 
semein bekannten Schwierigkeit der Bestimmung des Aminosiure- 
vehaltes der KiweiBkérper sagen, daB diese Werte nicht wesentlich 
von den an der Caseinlésung direkt erhaltenen Werten (4 = 290,0 mu 
und ¢ = 1,0) abweichen. Und es folgt aus dieser Ubereinstimmung 
die Richtigkeit unserer obigen Annahmen, die auch wie folgt aus- 
gedriickt werden kann: im Casein sind keine anderen chromo- 

1) Diese Z. 168, 171 (1927). 

*) Biochem. Handlexikon 4, 684. 

') Firth u. Nobel, Biochem. Z. 109, 103 (1920). 
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phoren Gruppen vorhanden, wie jene, die von dessen 
Tyrosin- undTryptophangehalt abstammen. Bzw. es kommt 
ithnen, wenn sie tiberhaupt vorhanden sind, keine wesentliche Rolle 
heim Zustandekommen des Absorptionsspektrums des Caseins zu. 

XI. Die Erscheinung, dab das Absorptionsspektrum des Caseins 
nach der partiellen Hydrolyse mit Lauge eine miichtige Erhéhung 
zeigt, kann mit den bei den reinen Aminosiuren erhaltenen Er- 
fahrungen nicht erklirt werden, wohl aber ist sicher, daB diese 
Erhéhung des Absorptionsmaximums durch neue, bei der alkalischen 
partiellen Hydrolyse entstandene chromophore Gruppen verursachit 
wird. Die Frage, welche diese chromophore Gruppen sind, wird 
am einfachsten erklirt durch die Knolisation der Peptidbindungen. ! 
i. Fischer hat daran gedacht, dab diese Enolisation — also die 
Krgiinzung der Ketogruppen zu COH-Gruppen — auf Kosten der 
H-Atome der Imidgruppen zustandekommen kann, wihrend nach 
Dakin die H-Atomen der benachbarten CH-Gruppen zu den 
CQO-Gruppen wandern: 


R 
| 
/C(OH)—CH, 
) ne DN (Fischer) 
3 x  CH—COH) 
_ O-CH. | 4 
NH< NH R 
‘SCH—CO | 
| 7 C hy 
(OH)=C. 
R NHZ \NH (Dakin) 
C=CQiOH)’ 
| 
R 
Aus diesen Strukturformeln folgt — ob nach Fischer, oder 
nach Dakin — daB die Enolisation mit der Bildung von neuen 


Doppelbindungen einhergeht. [ab aber diese als chromophore 
Gruppen fungieren, und daher zu einer Anderung des Absorptions- 
spektrums fiihren miissen, war a priori zu erwarten. Hieraus 
liBt sich aber weiter nicht nur schlieBen, daB die Erhéhung der 
Absorptionskurve des Caseins bei der partiellen Hydro- 
lyse mit NaOH durch die Enolisation der Peptidgruppen 
hervorgerufen wird, sondern im AnschluB an das im Punkt X 
vesagte auch, daB in dem nativen Casein nur ketonartige 


') Kine Zusammenfassung der Literatur der Enolisationsfrage siehe 
bei Griinacher, Handbuch der biol. Arbeitsmeth. Abt. I, Teil 11, Heft 4, 
S. 790 ff. (1929). 
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21 Peptidbindungen vorhanden sind, und die Enolisation 
nt derselben nur auf Kinwirkung von Alkali erfolgt. Diese 
lle Schlu8folgerung ist natiirlich nur in dem Mabe giiltig, wie dies 
U. durch die MeSgenauigkeit (in erster Reihe durch die Genauigkeit 
ns der Tryptophan- und Tyrosinbestimmungen) erlaubt wird. 

ng Fassen wir die Ursache der EKrhéhung der Absorptionskurve 
= bei der Hydrolyse wie oben auf, so haben wir keinen Grund zu 
Se staunen, daB die Absorptionskurve des Caseinhydrolysats durch 
en das Formaldehyd im entgegengesetzten Sinne beeinfluBt wird, wie 
ht am nativen Casein oder an den Aminosiiuren. Denn im Falle 
rd des Hydrolysats haben wir mit der Superposition der beiden neuen 
. ‘hromophoren Gruppen zu rechnen. 

le XII. Grundsiitzlich identische Erfahrungen erhielten wir an 
CY fF Ovalbuminlésungen. Die Absorptionskurven der reinen wiiBrigen 
ch fF und alkalischen Lisung derselben (Kurve 1, bzw. 2a in Fig. 9) 
on verhalten sich zueinander qualitativ so, wie diejenigen der 


lyrosinlésungen. In wibriger, neutraler Lésung wird die Ab- 
sorptionskurve durch Zugabe von Formaldehyd nicht geiindert, was 
angesichts des hohen Tryptophangehaltes des Ovalbumins bemerkens- 
wert ist. In alkalischer Lésung verschiebt sich aber die Ab- 
sorptionskurve durch Formaldehyd (Kurve 2b), und zwar ahnlich 
wie bei reinem ‘T’yrosin. 

Nachdem wir eine Ovalbuminlésung in 1,0 n-NaOH 24 Stunden 
lang bei 100° C hydrolysierten, war eine miichtige Erhéhung der 
Absorptionskurve zu konstatieren (Kurve 3a in Fig. 9), wobei die 
Selektivitat verminderte. Wurde diesem Hydrolysat Formaldehyd 
segeben, so erhielten wir die Kurve 3b. 

Bei Ansiiuerung des Hydrolysats mit HCl kehrte die starke 
Selektivitat zuriick (Kurve 4a). Durch Zugabe von Formaldehyd 
wurde diese Kurve nach unten (Kurve 4b) verschoben. 





“ Tyrosingehalt des Ovalbumins wurde durch Abderhalden 
7 und Pregl zu 1,1°/,1) und der Tryptophangehalt durch Fiirth 
. und Lieben zu 2,6°/,?) gefunden. Wenn wir — iihnlich wie beim 
. Casein — in erster Anniherung annehmen, daB die Absorption 
: der Ovalbuminlésung praktisch nur durch diese beiden Amino- 
y siuren verursacht und bestimmt wird, so ergibt sich aus diesen 


Zahlen und aus den Absorptionskurven der genannten Aminosiuren 
dle ,theoretische* Absorptionskurve des Ovalbumins mit einem 


') Diese Z. 46, 24 (1905). 
*) Biochem. Z. 109, 124 (1920). 
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Fig. 9. Ovalbuminlésungen. Konzentration des Ovalbumins 0,0745—0,145 ° 9. I’; 
Kurve 1, Ovalbumin in Wasser. Py 
2a, ™ ,, 0,1 n-NaOH. a] 
2b, * + », » Formaldehydgehalt 18,2°/,. al: 
3a, - 4 - nach Hydrolyse. Wl 
» db, ” 1 0,1 rs Formaldehydgehalt 18,2 °/,, nach Hydrolyse. 
» 48, mn ,, 0, n-HCI, nach Hydrolyse, 
4b, - oe Formaldehydgehalt 10°/,, nach Hydrolyse. 


Maximum bei 2 = 278 mu, und wiirde der Extinktionskoeffizient 
an dieser Stelle ¢ = 0,84 betragen. Die an der Ovalbuminlésung 


mit jenen gut iiberein, was fiir die Richtigkeit unserer Annahme: 
spricht. Andere chromophoren Gruppen (als diejenige des Tyrosins 
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uud Tryptophans) scheinen also in der Absorptionskurve des 
Qvalbumins in bemerkbarer Weise keine Rolle zu spielen, und wir 
kiinnen bier wieder annehmen, daB die bei der alkalischen Hydro- 
lyse beobachtete starke Erhéhung der Absorptionskurve auf die 
Knolisation der Peptidbindungen zuriickzufiihren ist. 

XIII. Wir haben in einigen Vorversuchen auch mit anderen 
KiweiBstoffen tihnliche Beobachtungen gemacht, daB sich niimlich die 
Absorptionskurve bei der alkalischen partiellen Hydrolyse erheblich 
erhéht. An einigen EiweiBstoffen war diese Erhéhung be- 
reits bei Zimmertemperatur und bei kleinen Laugen- 
konzentrationen (0,1 n), also unter Versuchsbedingungen eine 
wesentliche, bei denen diese Erhéhung keinesfalls mit der 
Hydrolyse oder mit den stérenden Wirkungen gewisser Neben- 
produkte der Spaltung in Verbindung gebracht werden konnte. 

Diese Versuche werden weiter fortgesetzt. 


Diese Arbeit wurde vorgelegt in der Sitzung der III. Klasse 
der ungarischen Akademie der Wissenschaften am 19. Mai 1930. 


Budapest, Chemisches Institut der kgl. Ungarischen Tier- 
irztlichen Hochschule. 


Anmerkung bei der Korrektur: Man kénnte daran 
deuken, daB die Anderung des Absorptionsspektrums der Eiwcib- 
stoffe bei der Laugenhydrolyse eventuell auf die Anderung des 
Dispersititsgrades zuriickgefiihrt werden kénnte. Ich mu aber 
bemerken, daB eine ihnliche Zunahme der Absorption bei der 
Hydrolyse mit HCl nicht auftritt, d. h. das Absorptionsmaximum 
unveriindert bleibt, trotzdem daB man hier auch mit einer Ande- 
rung des Dispersitatsgrades rechnen soll. Ks scheint mit diesen 
Tatsachen in Zusammenhang zu stehen, dab eine Enolisation der 
Peptidbindungen durch die verschiedenen Forscher nur bei der 
alkalischen Hydrolyse, nie bei der sauren Hydrolyse, angenommen 
wurde, 












Die Lage des Violettstreifens bei Oxy- und 
Kohlenoxydhamoglobin. 


Von 
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Mit 4 Figuren auf Tafel III. 







Aus dem Institut fir gerichtliche Medizin der Universitat Heidelberg.) 







Der Redaktion zugegangen am 13, Juni 1930.) 





Die beiden Absorptionsstreifen des Oxy- und Kohlenoxydhimoglobins 
im langwelligen Teil des Spektrums sind jedem Arzt schon wegen ihir 
Bedeutung fiir die Diagnose der Kohlenoxydvergiftung bekannt. Weniger 
verbreitet ist die Kenutnis von dem dritten im Violett liegenden Streifen. 
‘bwohl dessen Entdeckung schon 50 Jabre zuriickliegt. 

Die Lage dieser Bande wurde in den letzten Jahrzehnten des 6fteren 
ausgemessen, die angegebenen Werte weichen aber zum Teil so betriichtlich 
voneinander ab, daB eine neuerliche Untersuchung dariiber sich als not- 
wendig erweist. 

Schon der erste Beobachter des Violettstreifens Soret revidiert im 
Verlauf seiner Untersuchungen die Angaben iiber die Lage dieses Streifens. 
Wihrend er 1578 die Verschattung noch zwischen die Fraunhoferschen 
Linien G und hk verlegt, findet er spiiter, als ihm 1883 auch die Photographi: 
des Blutspektrums im Violett gelungen war, daB die Linie / nicht die ein 
(rrenze der Absorption, sondern gerade das ,,Zentrum“ davon, darstellt. 
Fiir die Exaktheit der Soretschen Beobachtungen spricht auch die Tat 
sache, daB ihm die Rotverschiebung des Streifens beim Kohlenoxydhimno- 
globin und dessen geringere Breite nicht entgangen ist. Bedauerlich i- 
es nur, dab wir von diesen ersten spektrographischen Studien keine Phot 















gramme besitzen. 

Auch d’Arsonval, der spiiter auf demselben Gebicte forschte, la! 
nur seine Messungsergebnisse verdffentlicht. Fir Gamgee sind d’Arsou- 
vals Untersuchungen jedoch nicht genau genug, wihrend er fiir Soret: 
Aufnahmen des Lobes. voll ist. 

Gamgees Monographie iiber den Violettstreifen hatte aber noch 
(;rabes Arbeit 1892 einen Vorliufer. Wenn auch bei Grabe kei 
Photogramme zu finden sind, sondern nur Zeichnungen dayon, so verdiene® 
seine Messungserzebnisse doch festgehalten zu werden. 

Die ersten Photogramme bringt erst Gamgee 1896. Auf den Bilden 
ind yleichzeitig die Fraunhoferschen Linien zu sehen, da der Unter: 
mit Sonnenlicht spektrographierte. 
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Was das ,,Zentrum“ der Verschattung beim Oxyhiimoglobin anbelangt, 
. fallen Gamgees Beobachtungen mit denen Sorets zusammen. Das 
unkelheitsmaximum sieht er indessen seitlich von der Linie A auf 4 414. 

Wohl die umfangreichsten Messungen auf Grund von Photogrammen 
haben Lewin, Miethe und Stenger gemacht. Ihre Messungsergebnisse 
weichen von denen Gamgees wieder ab, fiir das Kohlenoxydhiimoglobin 
sogar recht erheblich. Interessant ist es, daB diese Forscher auch das Blut 
yom Pferd, Kaninchen, Frosch und Regenwurm spektrographiert haben und 
mm denselben Resultaten gelangt sind wie beim Menschen. 

Forensischen Wert bekam der Nachweis des Violettstreifens, als 
Ziemke wieder an seine Erkennungsmoglichkeit selbst bei geringer Konzen 
tration erinnerte. Eine Blutverdiinnung von 1:12000 galt fiir Ziemke als 
Grenze; Lewin behauptet, den Streifen noch bei einer Verdiinnung von 
1:40000 gesehen zu haben, Stoll sogar bei 1: 60000. 

1909 erschien zum Thema der Blutspektrographie die ausfiihrliche 
Arbeit von Rost, Franz und Heise, die eine Anzahl von Spektrogrammen 
des Violettstreifens bringt. Die Bilder haben eine beigedruckte Wellen- 
lingenskala, die aber nur zur gréberen Orientierung dienen soll. Fiir die 
Ausmessung der Platten sind die Heliumlinien mit aufgenommen worden. 
Die Zahlen fiir die Lage der Absorption stimmen mit denen yon Lewin, 
Miethe und Stenger iiberein. 

Die neuesten Messungen stammen von O. Schumm, der in seinem 
Buch der spektrochemischen Analyse neben vielen Bildern auch die aus- 
fihrliche Technik der Blutspektographie bringt. 


Zusammenfassend stellen sich also die Angaben iiber die 
Lage des Violettstreifeng bei den verschiedenen Untersuchern 
folgendermaBen dar: 





ro , Kohlenoxyd- 
Oxyhimoglobin a as 
hiimoglobin 


Soret 1883 

'Arsonval 1890 pil es Sean 
Grabe 1892, 1°/,ige Lés. 1 mm Schicht 
framgee 1898 , 

Lewin, Miethe u. Stenger 19u6. 
0. Schumm 1927, wiBrige Lisunz mit 
0,1°/, Sodazusatz 





410,1 
430—399 
427—405 

414 

415 
f4121, 4135 
}4138, 414,4 





rot verschoben 
425—412 
420,5 
416 


Den vorliegenden eigenen Untersuchungen mu& einiges iiber 
ie angewendete Methode vorausgeschickt werden. 


Da verschiedene Blutarten spektrographiert werden sollten, wurde zu 


Vergleichszwecken eine 


centrifugiert, im Zeissschen Stufenphotometer unter Vorsetzen des 


te /oige Mensechenblutlésung in Aqua dest. ab 


(vriit 


titers D7 der Grad der Verdunkelung durch eine 5 mm dicke Schieht ab- 
zelesen und dieser Wert als Standard fiir die anderen Lisungen verwendet. 


in ihrer Konzentration auf diese 


Weise 


colorimetrisch 


ausgeglichen 
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werden konnten. DaB damit iiber den absoluten Gehalt an Oxyhimog!]o))iy 
nichts gesagt sein soll und kann, ergibt sich von selbst. 

Kin Teil der angesetzten Lisungen wurde mit Kohlenoxyd vergiftet, 
so daB jedesmal zwei miteinander vergleichbare Aufnahmen von Oxy- und 
Kohlenoxydhiimoglobin resultieren konnten, Die ersten Versuche wurden 
mit Leuchtgas gemacht. Da aber beim Durchleiten durch die Lisung 
‘Triibungen auftraten und auSerdem das Spektrogramm infolge der viclen 
Ballaststoffe des Leuchtgases durch neu auftretende Himoglobinverbindungey 
verwischt wurde, ist spiiter nur noch reines Kohlenoxyd verwendet worden, 
das durch Erwiirmen von Schwefelsiiure und Oxalsiure leicht herstellbar war, 

Als Aufnahmegerit diente ein Zeissscher Gitterspektrograph (:it 
15000 Strich pro engl. Zoll), bei einer Spaltbreite von 0,0! mm. Die 
Justicrung des Apparates auf die Wellenliingenskala geschah mit der 
Quecksilberlampe. Die Skala ist aber nur zur gréberen Orientierung 
brauchbar. Zur Ausmessung der Platten ist die gleichzeitige Spektro- 
graphie der Quecksilberlinien unerliblich. Als Lichtquelle wurde die Nitra- 
Punktlichtlampe benutzt; als Plattenmaterial die panchromatische, geschwiirzte 
Ilfordplatte, die Belichtungszeit war 60 Sekunden, 

Auf die Platte kamen zuerst oben und unten die Quecksilberlinien, 
anschlieBend dazwischen die Blutspektren. Im ganzen konnten 31 Auf. 
nahmen auf einer Platte gemacht werden, wovon die erste immer das lecre 
Spektrum der Lampe war. Die nachfolgenden Bilder entsprachen der in 
einem Balyrohr enthaltenen Lésung, deren Schichtdicke nach jeder [.- 
lichtung um einen Millimeter gesteigert wurde, so daB die letzte Bildzeilo 
einer Schicht von 30mm eatspricht. Es kam vor, daB sich wihrend der 
Aufnahme die Lésung triibte, in diesem Falle wurden die Platten als wn 
brauchbar ausgeschieden. Einlegen und Entwickeln der Platten muB bei 
absoluter Dunkelheit geschehen, héchstens ein Augenblick Griinlicht wurde 
beim Kinlegen zur Kontrolle der Schichtseite vertragen. Entwickelt wurde 
genau 5 Minuter. mit hartarbeitendem Entwickler. 

Die fertigen Negative zeigen Bilder, wie sie in der zu- 
ginglichen Literatur unseres Wissens noch nicht veréffentliclit 
wurden. Die beigefiigte Tafel bringt Spektren von Oxy- und 
Kohlenoxydhimoglobin als Beispiele. Auf den ersten Blick ist 
der Unterschied zwischen beiden zu sehen. Wiéahrend der Streifen 
des Oxyhiimoglobins kuppelférmig abschlieBt, zeigt das Kohlen- 
oxydhiimoglobin eine bedeutend schlankere Lichtausléschung. [er 
steilere Abfall hegt bei beiden Streifen auf der Rotseite, jedoch 
besteht auch hierin noch ein Unterschied zwischen Oxy- und 
Kohlenoxydhiimoglobin, insofern als die Absorptionsbande des 
letzteren rotwiirts im Gegensatz zu dem sanften Bogen beim 
Oxyhiiumoglobin fast geradlinig begrenzt ist. 

Die nach dem beschriebenen Verfahren gewonnenen Bild:r 
stellen zwar keine korrekten Extinktionskurven dar, da bei dieser 
Methode auch noch andere Faktoren, wie z. B. der Schwirzungs- 
grad der Platten usw., eine Rolle spielen, wohl aber kann der 
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Verlauf der Verdunkelung als eine nur sehr geringe Verzerrung 
dieser Kurven angesehen werden. Der groBe Vorteil dieser 
Aufnahmeart liegt darin, daB durch die auftretende Spitze in 
ler Absorptionsfigur das Dunkelheitsmaximum des Streifens bei 
; siner Schichtdicke sich anzeigt, bei welcher der Streifen gerade 
sichtbar wird. Die Lage dieser Spitze der Absorptionskurve 

de teils an den Originalplatten selbst, teils an korrekt her- 
-estellten VergréBerungen in bezug auf die bekannten Quecksilber- 
nien festgestellt. Die Aufnahmen erfolgten fiir jede Tierart zum 











windesten doppelt, die Platten wurden voneinander unabhingig 
aisgemessen und so eine gute Kontrolle gewonnen. 

; Im ganzen wurden auf die beschriebene Weise das Oxy- 
uid Kohlenoxydhimoglobin von 15 Blutarten untersucht. Die 
Fragestellung ging dabei nach etwaigen Unterschieden in der 
Lage des Violettstreifens. Die einzelnen Werte stellen’ sich 
‘olgendermaBen dar: 

Oxyhiimoglobin Kohlenoxyd- 

A.-E. hiimoglobin A.-E. 
Hirbe, barbus fluviatilis . . . 4134 4180 
‘rosch, rana esculenta . . . 4134 4182 

7 B.indschleiche, Anguis fragilis, 4136 4179 
Federmaus, Vesperdilio murinus 4141 4182 
Ente, amas dom. ..... - 4140 4178 
Taube, columba livia... ; 4140 4173 
lund, canis dom... ... , 4136 4180 
Hammel, ovis aries. ‘ 4138 4181 
“Schwein, sus dom. ...... 4136 4180 
Katze, felig dom. . .... . 4133 4180 
Mans, mus musculus albus. . 4133 4176 
Meerschweinchen, cavia cobaia . 4138 4181 

tte, mus decumanus . . . . 4138 4181 
\aninchen, lepus cuniculus . . 4141 4180 
‘ensch, homo sapiens . . . . | 4135 4181 





Bevor jedoch weitere Schlu8folgerungen aus diesen Beob- 
chtungen gezogen werden, ist zu iiberlegen, mit welcher Ge- 
uigkeit die Bestimmung der Absorptionsbanden mit dem an- 
zezebenen Verfahren iiberhaupt médglich ist. 
Macht man zunichst die unbewiesene Annahme, dab der 
Violettstreifen bei den verschiedenen ‘ierarten im gleichen 
)ktralbereich liege und errechnet man daraus einen Mittelwert, 


+ 
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so ergibt sich, rein zahlenmiibig errechnet, ein mittlerer Fel,).. 
von nur 0,4 A-K. Es miiBten also demnach Abweichungen, 
den einzelnen Blutarten eigen wiren, in der GréBenordnung 
héchstens 1 A.-E. gelegen sein. 


Mit Einbeziehung aller méglichen Fehlerquellen ist die ey. 


zielbare Genauigkeit mit -+- 2 A.-K. zu veranschlagen. 


Zusammenfassung. 


Aus den durchgefiihrten Untersuchungen (iiber 1500 Einze’. 
aufnahmen) ergibt sich, daB der Violettstreifen bei der kleinst. 


moglichen Schichtdicke im Oxyhimoglobin bei 4137 + 2A.-E 
und im gesiittigten Kohlenoxydhaimoglobin bei 4180 + 2A-£ 


gelegen ist. Unterschiede zwischen den einzelnen Tierblutariey 
sind mit der geschilderten Methode nicht feststellbar. Sollte: 
diese Unterschiede jedoch vorhanden sein, so kénnten sie sic}: 
héchstens in der GréBenordnung von einer Angstrém-Kinheit }c- 


wegen. 
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Uber das Cytochrom und die katalatische Wirkung der Hefe. 
Von 
Hans vy. Euler und Harry Hellstrém. 
Mit 2 Figuren auf Tafel IV. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Juni 1930,) 


In einer Untersuchung von Euler, H. Fink und H. Hell- 
strom iiber das Cytochrom in Hefezellen') wurde bereits eine 
Parallelitit zwischen dem Cytochromgehalt (Hiimochromogengehalt) 
und der katalatischen Wirkung der Hefe konstatiert. Der Hiimo- 
chromogengehalt wurde als Himin fir drei verschiedene Hefe- 
sorten berechnet, nimlich Stockholmer Unterhefe H, Oberhefe R 
und eine aus ersterer geziichtete Koprohefe; fiir 1 kg frische 
Hefe hatten sich die Werte 8 bzw. 7 und 10 mg Himin ergeben. 
Hans Fischer und Schwerdtel?) konnten aus Hefe reines 
Hiimin in einer Ausbeute von 15 mg aus 1 kg frischer Hefe ge- 
winnen. Kin Vergleich zwischen der Intensitait des Cytochrom- 
spektrums und den in der Hefe nachgewiesenen Himinmengen 
zeigt, daB das Hiimin als wesentlicher Bestandteil in das Cyto- 
chrom eingehen muf. Die Frage nach der Zusammensetzung 
des Cytochroms ist von Keilin’) eingehend behandelt worden, 
welcher die Auffassung vertritt, da8 das Pigment eine Mischung 
aus 3 Haimochromogenen darstellt. Schumm‘) erhielt aus 


1) Diese Z. 169, 10 (1927). 

*) Diese Z. 175, 248 (1928). 

8) Proc. Roy. Soc. B. Vol. 104, 206 (1929); C. r. Soc. Biol. (Réunion 
pléniére 1927). 

*) Die spektrochemische Analyse natiirlicher organischer Farbstoffe. 
Jena 1927, 
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Brennereihefe teils durch Extraktion mit Elsessig, teils mi 
2° iger Kalilauge zwei Substanzen, welchen er vorliiutig die Be- 
zeichnungen Phytoporphyratin A und Phytoporphyratin B gab, 
Krstere Substanz hefert bei der Abspaltung von Eisen Proto. 
porphyrin, wiihrend die zweite spektroskopisch durch ein Ban! 
ber 550 mu charakterisiert ist. 

In der vorliegenden Arbeit wollen wir einige Analogien |e. 
handeln die zwischen den Veriinderungen im Cytochromspektrun 
und der Aktivierung der Hefekatalase bestehen. Unser Versuchs- 
material haben wir in 3 Abschnitte geteilt, von welchen der erste 
elnige HKigenschaften des Hefen-Hiimochromogens behandelt, de: 
zweite die Veriinderungen des Cytochromspektrums bei verschie- 
dener Behandlung der Hefe und der dritte einige an Hefe an. 
vestellte Katalaseversuche enthilt. 


A. Hamochromogen der Hefe. 


Das Pyridin-Hiimochromogen der Hefe ist von besonderen 
Interesse, da es erheblich von dem aus Himin entstehende 
Pyridin-Hiimochromogen abweicht, welches 2 Bander gibt. Das 
Hiimochromogen aus Hefe liefert 3 Binder, von welchen zwei, vor 
den Wellenlingen 557 und 525 mu, mit denen des Pyridin- 
Hiimochromogens zusammenfallen. Das dritte liegt bei 586 mu. 

Da es sich zeigte, daB Band 586 mw sich bei der Oxydatio: 
und Reduktion anders verhilt als die beiden iibrigen, wobe: 
586 mu nicht beeinfluBt wurde, unternahmen wir einen Versuch. 
mit wasserhaltigem Pyridin eine partielle Aufteilung des Spek- 
trums zu bewirken. Es zeigte sich, daB erst eine 60°/ ig 
Pyridinlésung imstande war, Himochromogen zu _ extrahieres 
und daB der Extrakt dann ein starkes Band bei 586 mu, abe 
ein fiuBerst schwaches Band bei 557 mu gab. Der groBe Unter- 
schied der Intensitiit bestand hiernach nicht in einer Scheidung, 
sondern in einer Oxydation, denn mit Natrium—Hydrosulfit wurd 
das Band 557 mu verstirkt, so daB das normale Intensitiits- 
verhiiltnis wiederhergestellt wurde. Dagegen hatte 20—30 °/, iges 
Pyridin nicht die Faihigkeit, Hiimochromogen aus der Hefe herau-- 
zulésen. Ferner wurde gefunden, daB das Band 586 mu dure! 
Zusatz einiger Tropfen Hydrazinhydrat zum Verschwinden gebrac!it 
werden konnte. 

Fischer und Schwerdtel haben bei der Darstellung v 
Hiimin aus Hefe ein Nebenprodukt erhalten, welches sich v 
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Hiimin durch seine gréBere Léslichkeit in Ather unterscheidet. 
Von diesem Produkt, dessen Spektrum zu 589,9 und 552,5 mu 
angegeben wird, und welches bei der Behandlung mit Eisessig— 
Hydrazin reines Protoporphyrin lieferte, riihrt offenbar das im 
‘efen-Hiimochromogen gemessene Band 586 mu her. Somit scheint 
das Cytochrom beim Zusatz von Pyridin oder wenigstens bei der 
weiteren Behandlung des Hiimochromogens in zwei verschiedene 
Porphyrin- baw. Porphyratinkomplexe zu zerfallen, von welchen 
ler eine Hiimin ist. 

Ida das Hamochromogen der Hefe sich in Verbindung mit 
er Zelle als bedeutend stabiler erweist als in der abtiltrierten 
yridinlésung, wurden die spektrographischen Untersuchungen in 
manchen Fallen direkt in der mit Pyridin versetzten Hefen- 
suspension ausgefiihrt. Eine solche Suspension liefert das gleiche 
Spektrum wie der klare Pyridinextrakt, wird aber erheblich lang- 
sumer ,,oxydiert“ als dieser. 


1. Extraktion mit wasserhaltigem Pyridin. 

10 ccm Hefenemulsion (1 Teil Oberhefe + 2 Teile Wasser) 
vurden zentrifugiert und das Wasser entfernt, worauf die Hefe 
it 20°/,igem Pyridin angeriihrt wurde; die Suspension wurde 
un zentrifugiert und der Pyridinextrakt wurde spektroskopisch 
untersucht. Die abzentrifugierte Hefe wurde nun sofort mit 
40°/,igem Pyridin verriihrt und der Extrakt untersucht. In der 
cleichen Weise wurde mit 60°/,igem und 80°/,igem Pyridin ver- 
‘ihren. Bei einem mit 10°/,igem Pyridin angestellten Versuch 
wurde anscheinend keine Extraktion erzielt. 


Versuch 1. 


-)°/giges Pyridin: Der gelbe Extrakt absorbiert von 495 mu an, griingelbe 
Fluorescenz. 
)° iges Pyridin: Schwaches Band bei 586 mu, keine Fluorescenz. 


Versuch 2. 
)°,iges Pyridin: Starkes Band bei 586 mu, schwache bei 557 und 526 mu; 


schwache griine Fluorescenz. 


Versuch 8. 


$)° ,iges Pyridin: Band 586 und 557 mu schwach. 
‘0° iges Pyridin: Band 586 mu stark, 557 my iiuBerst schwach. 
“0°/,iges Pyridin: Der Extrakt gab kein Band, die Hefe stark plasmolysiert. 
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Versuch 4, 
40° ,iges Pyridin: Der Extrakt zeigt nur Band 586 mu, Zusatz von Na,S,0. 
veriinderte dieses Band nicht, rief aber das Band 557 yy, 
in einer Intensitiit hervor, welche die des friihere; 
wesentlich iibertraf. 

2. Untersuchung des Hefen-Haimochromogens direk: 
in der Zellmasse: 5 ccm der Hefenemulsion (1 Teil Oberhet. 
+ 2 Teile Wasser) wurden mit 1 ccm Pyridin versetzt. Da, 
Spektrum ergab: Band bei 586, 557 und 526 mu. Es wurde, 
nun 2 Tropfen Hydrazinhydrat zugesetzt, wobei das Band 586 m, 
allmithlich schwiicher wurde und schlieBlich verschwand; da; 
Jand 557 mu war andauernd stark. 

3. Oxydations- und Reduktionsversuche mit Hefen. 
Himochromogen: Wird eine Pyridinsuspension von Oberhe 
mit einem Tropfen verdiinnten Hydroperoxyds versetzt, so ver- 
schwinden die Binder 557 und 526 mu, wahrend das Band 686 w,, 
immer noch mit groBer Intensitit hervortritt. Durch Zusatz vo. 
Hydrosultit treten die beiden Binder von neuem zutage. Setz: 
man aber zuviel Hydroperoxyd zu, so verschwinden alle Binder 
irreversibel. 


B. Verhalten des Cytochroms bei der Erhitzung von Hefe 
und bei der Behandlung der Hefe mit Chloroform. 


In einer der ersten Untersuchungen iiber die katalatische 
Wirkung der Hefe wurde eine Erscheinung beschrieben, welche 
fiir Knzymsysteme im allgemeinen ungewohnlich ist, nimlich di 
starke Aktivierung, welche eintritt, wenn die Hefe mit Chloroform 
behandelt, oder kurze Zeit auf 55—63° erhitzt wird.) 

In den beschriebenen Katalaseversuchen wurde die erwiihnt 
Chloroformbehandlung wiederholt und auBerdem die katalatiscl: 
Wirkung einer mit Aceton vorbehandelten Hefe untersucht. Gleic!- 
zeitig wurden die Veriinderungen studiert, welche im Cytochrom- 
spektrum unter entsprechenden Bedingungen eintreten. Sowoli 
bei der Erhitzung der Hefe auf 65° als bei der Behandlung de: 
Hefe mit Chloroform oder Aceton wird das Cytochromspektruu: 
in der gleichen Richtung veriindert, niimlich so, daB drei von dex 
5 Bindern des Cytochroms verschwinden. Die zwei iibrigen liege: 
bei 550 bzw. 521 mu. Es ist bemerkenswert, daB parallel mi 


'!) y. Euler u. Blix, Diese Z. 105, 83 (1919), 









Uber das Cytochrom und die katalatisehe Wirkung der Hefe. 193 


jieser Veranderung des Spektrums die katalatische Wirkung der 
Hefe gesteigert wird. Es wire somit nicht unwahrscheinlich, dab 
Jas veriinderte Cytochrom mit dem zweibandigen Spektrum die 
-atalatische Wirkung der Hefe bedingt. 






Zwei Moglichkeiten legen hinsichtlich der Aktivierung vor. 





1. Das Cytochrom, das hierbei als einheitliche Substanz 
angenommen werden soll, besitzt eine, wenn auch schwache 
fahigkeit, Hydroperoxyd zu spalten. Durch jedes der oben 
erwihnten Verfahren werden gewisse Eiweibreste abgespalten, 
wodurch das neue Produkt eine héhere Aktivitaét gewinnt. 







2, Das zuletzt erwiihnte Produkt kénnte sich in geringer 
Menge in der Zelle durch Abspaltung von Eiweif aus dem in- 
ktiven Cytochrom fertiggebildet finden und durch die Chloroform- 
hehandlung wiirde die aktive Substanz sich in noch groBerer 
Menge bilden. 







Verinderung des Cytochroms beider Wiirmebehand- 
lung. — Die spektrographische Untersuchung der im Cytochrom- 
spektrum durch thermische Einwirkung auftretenden Veriinderungen 
wurden nicht mit der Gitteranordnung ausgefiihrt, welche wir stets 
‘ir das Photographieren im sichtbaren Spektrum beniitzen, und 
zwar deswegen, weil sonst die Lichtschwiiche des Spektrums uns 
u unpraktisch langen Expositionszeiten gezwungen hitte; statt 
‘essen haben wir die bedeutend lichtstiirkere Prismaoptik ver- 
wendet. 











Die Hefenemulsion, welche aus 5 g Oberhefe + 1,4ccm Glycerin 
bestand, das an Stelle von Wasser verwendet wurde, um die 
Durchsichtigkeit zu erhéhen, wurde in einer 3 mm dicken Schicht 
in einer Ciivette photographiert, welche in ein Wasserbad ein- 
tauchte, dessen T’emperatur wiihrend jeder Aufnahme konstant 
cehalten wurde. Als Lichtquelle verwendeten wir eine Bogen- 
lampe, dessen weiBgliihende positive Kohle auf die Hefenemulsion 
vor dem Spalt des Spektrographen projiziert wurde. Mit dieser 
Anordnung wurden bei 5 Minuten dauernder Exponierung gute 
Spektra erhalten. Die Aufnahmen erfolgten bei verschiedenen 
Temperaturen von 20—80° Vor jeder Aufnahme wurde fiir 
Temperaturgleichgewicht gesorgt, welches durch fleiBiges Um- 
tihren im Wasserbad und in der Emulsion bewerkstelligt 
wurde. Das Ergebnis des Versuches zeigt die Fig. 2 auf Taf. LY. 
Hie in derselben angegebenen Zahlen beziehen sich auf die 
‘olgende Tabelle: 
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Tabelle I. 








es, 











. ' Temperatur bei: 
Versuch : Spektrum P ieee 
Emulsion Photographierey 


Nr. Nr. : 
des Spektrums 







5 ¢ Oberhefe + 1,4 g Glycerin 


9 


10 
























Wie aus der Reproduktion ersichtlich wird, tritt die Ver- 
inderung mit einer Schwiichung des Absorptionsbandes 604 m, 
bereits bei 40° ein. Bei 55° ist dieses Band vollstiindig ver- 
schwunden, wiihrend die vier iibrigen Binder noch unveriindert 
sind. Bei 65° setzt die nichste Verainderung ein, indem die 
Binder 563 und 532 mu gleichzeitig verschwinden; gleichzeitiz 
bildet sich ein breiteres und schwiicher ausgeprigtes Band be 
etwa 590 mu aus, welches bei weiterer Temperatursteigerung sic) 
etwas in der Richtung gegen das Band in Griin verschiebt. Ab. 
gesehen von dieser Verschiebung halt sich nun das Spektrum 
bis 80° unveriindert. Es besteht dann aus 3 Bandern: 


A bei 590 mu B bei 550 mu C bei 523 mu 











und es gleicht in hohem Grade dem dreibandigen Himochromogen- 
spektrum, welches man bei Pyridinzusatz erhilt. 

Die Veriinderung, welche das Cytochromspektrum beim Er- 
hitzen der Hefe erfiihrt, kann auch erreicht werden durch be- 
handlung mit gewissen organischen Lésungsmitteln, wie Chloroform. 
Aceton und Athylacetat, von welchen das Chloroform am kriiftigsten 
wirkt. Ein genauer Vergleich ist schwer durchfihrbar, da Chloro- 
form und Athylacetat in Wasser sehr wenig léslich sind, wihrend 
sich Aceton mit Wasser in allen Verhiltnissen mischt. 

Versuch mit Chloroform: 3 ccm Hefensuspension (10 g Hele 
auf 35 ccm Suspension) wurden mit 1 ccm Chloroform-gesattigten 
Wassers versetzt. Eine deutliche Schwichung des Bandes 604 mu 
und 563 mu konnte beobachtet werden. Bei Zusatz von 3 Tropfen 
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}° iger Hydroperoxydlisung trat eine starke Gasentwicklung ein 
snd die reduzierte Form des Spektrums verschwand nun, kam 
ber bereits nach 15 Sekunden zuriick. Bei einem anderen Ver- 
suche wurden 3 ccm mit 0,1 ccm Chloroform geschiittelt, worauf 
jch das Spektrum fast augenblicklich veriinderte. Ein Zusatz 
von 3 Tropfen 9°/,iger Hydroperoxydlésung hielt das verinderte 
Pigment nicht langer als 2—3 Sekunden in der oxydierten Form. 
‘ei einem Versuche mit sehr verdiinntem Hydroperoxyd trat die 
Veriinderung in der gleichen Zeit ein. 

Versuch mit Aceton: 1 cem Aceton wurde zu 3 ccm Emulsion 
gugesetzt: das Spektrum geht nicht ganz in die veriinderte Form 
iber; ein Zusatz von 0,5 ccm einer 0,01 n-Hydroperoxydlisung 
hielt das Pigment wihrend 20 Sekunden in der oxydierten Form. 

Versuche mit Athylacetat: 3 ccm Hefensuspension wurden 
it 0.4 ecem Athylacetat geschiittelt, worauf 0,5 ccm einer 
),01 n-Hydroperoxydlésung zugesetzt wurden. Die Zeit, welche 
-erging, bis die reduzierte Form auftrat, betrug diesmal 8 Sekunden. 

(sleichzeitig wurden Parallelversuche ausgefiihrt, teils mit 
einer Hefensuspension ohne Zusatz, teils mit einer durch Kochsalz 
plasmolysierten Suspension. Beide Suspensionen zeigten das nor- 
male Cytochromspektrum. Ein Zusatz von 0,5 ccm verdiinnter 
Hydroperoxydlésung rief die fiir normales Cytochrom charakte- 
ristische, oxydierte Form mit zwei deutlichen Bindern bei 561 mu 
und 5380 mu hervor. Die reduzierte Form trat wihrend der 
} Minuten dauernden Beobachtung nicht ein. 

In diesem Zusammenhange mag auch ein Versuch mit Toluol 
erwahnt werden. Kine normale Hefensuspension, welche mit 
Luft geschittelt wird, zeigt wihrend einer ganz kurzen Zeit das 
oxydierte Cytochromspektrum. Setzt man nun Toluol zu, so 
verlingert sich diese Zeit und zwar um so mehr, je langer die 
Suspension in Beriihrung mit Toluol war. Im Versuch A, der 
Tab. 2 wurden 0,5 ccm zugesetzt, im Versuch B wurde 0,1 ccm Toluol 
zu 4 ccm Suspension zugesetzt und diese in der Ctivette 15 Se- 
kunden lang umgeschiittelt. Die Zeit wurde von dem Augen- 
blicke an gemessen, in welchem das Schiitteln aufhdérte, bis das 
Band 550 mu die gleiche Stirke erreichte wie das Band 563 mu, 
welches wihrend des Versuches unverindert blieb. Diese Zeiten 
werden in der Tabelle mit ¢ bezeichnet, wihrend 7’ die Zeit an- 
sibt, welche verfloB8 vom ‘Toluolzusatz bis zum Aufhéren des 
Schiittelns, LiaiBt man die invertierten Werte von ¢, die zur 


Zeit 7 noch vorhandene Menge einer gewissen an der Reaktion 
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teilnehmenden Substanz und berechnet die Reaktionskonstanta 
fiir eine monomolekulare Reaktion, so erhiilt man die in de; 
Tab. Il angegebenen Werte fiir 4-10% Die Konstante ist aller. 
dings ziemlich groBen Variationen unterworfen, spricht aber nie}; 
gegen die Voraussetzung fiir die angestellte Berechnung. 


Tabelle II. 

















A, A, B 

1 ‘* 

jz 2 104 j-e 104 t k- 108 
Q 14 — 16 0 7 _ 
5 18 217 18 104 2 12 1180 
10 24,5 247 26.5 220 4 17 970 
15 35 265 4} 273 6 S14 1090 
8 90 1380 
Mittel 4-10# 243 1a9 L150 
»») 


C. Katalaseversuche. 


Zu den Katalaseversuchen wurden 2 ccm einer Hefenemulsion 
verwendet, welche 10g frische Oberhefe in 35 ccm enthielt. Dayon 
wurden 2 ccm auf 50 cem verdiinnt, wovon wiederum 5 cem zu 
einer Reaktionsmischung verwendet wurden. Dieselbe enthielt 
auberdem 5 ccm Phosphatpuffer (p,, = 6,6) und 10 ccm Hydro- 
peroxydlésung. Die Reaktionsmischung wurde bei 0° im Eis- 
thermostaten gehalten und Proben wurden nach 0, 5, 10 und 
20 Minuten entnommen und sofort mit 5 ccm Schwefelsiure in- 
aktiviert und dann mit Kaliumpermanganat titriert. 

Der Versuch A war eine Nullprobe, B,, B, und B, wurden 
mit Chloroform behandelter Hefe ausgefiihrt; bei B, wurde die 
Verdiinnung auf 50 ccm mit Chloroform gesittigtem Wasser aus- 
gefiihrt, bei B, wurde 0,5 ccm Chloroform — zu der verdiinnten 
Emulsion zugesetzt, bei B, wurden 2 ccm der urspriinglichen 
Kmulsion mit 5 cem Wasser und 0,5 ccm Chloroform geschiittelt, 
worauf die Suspension zeutrifugiert wurde; man goB die schwach- 
gelbe Lésung ab und schiittelte den Riickstand mit weiteren 
5 ccm Wasser und zentrifugierte. Die klare Lisung und die 
abzentrifugierte Hefe wurden getrennt, auf je 50 ccm verdiinnt 
(die Chloroformtrépfchen in der letzten wurden abgeschieden) und 
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es ergab sich die Aktivitiit der abgeschiedenen Lisung = 0. 
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Die 


Reaktionsgeschwindigkeit in der Hefensuspension B, erwies sich 
so groB, daB die obenerwahnte Lésung noch weiter im Verhiiltnis 
Die dabei erhaltenen Werte sind 
unter B, in der Tabelle III aufgenommen. 


1:10 verdiinnt werden muBte. 


Tabelle III. 





10 
LD 
20 





Mittelwert & 


1,795 


- 104 





Aktivititserhéhung | 





» 
Bb, 


ecm 





i: - 10 


300 
290 


250 


280) | 


| 2,5 mal | 











> B 
cem ceem 
2491 — | 2,95 
1,05 | 750 | 1,00 
0,45 740 0.45 
0,22 705 — 
i _ 0,20 


weé . 
| 632 


| 


| 6,6 mal | 


k-104 





| 643 


| 10 x 6mal 


Tabelle 1V gibt zwei mit der gleichen Hefenemulsion aus- 


refihrte Katalaseversuche mit Acetonzusatz wieder. 


Bei C, 


wurde 


eine Mischung von 1 cem Aceton, 2 ccm Hefenemulsion auf 50 ccm 
verdiinnt, bei C, wurden auf 50 ccm 2 ccm Aceton + 2 ccm 
Da die Reaktionsgeschwindigkeit bei 


Hefenemulsion verwendet. 
(, ziemlich groB war, stellte man eine Verdiinnung von C, im 


9 


5cem verwendet wurden (C, der Tabelle IV). 

Die angewandten Stoffe Chloroform, Aceton wurden in be- 
sonderen Nullversuchen (ohne Hefensuspension) gepriift und er- 
wiesen sich als vollstiindig inaktiv. 


Tabelle IV. 


Verhaltnis 1:5 her, von welcher wie vorher zur Reaktionsmischung 





Zeit 





Mittelwert i: - 


10‘ 


780 
706 





529 


672 





Aktivititserhéhung | 6 mal | 








| 18 mal | 


i; + 104 


2000 
1940 





1970 | 


C; 
ecm 
2,24 
0,95 
0,55 


0,10 





5x6 mal 
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Wie aus der Tabelle hervorgeht, iiben Zusiitze von Chlor,. 


form oder Aceton stark erhéhende Wirkungen auf die katalatisc}, 


Fahigkeit der Hefe aus; die Verstiirkungen sind stark abhingi. 


von den zugesetzten Mengen und der Behandlungsart. 


Das normale Cytochromspektrum und die Verianderunge,, 
welche an demselben bei verschiedener Behandlung (Erhitzun: 


auf 65°, Acetonbehandlung) der Hefe eintreten, sind von Keilj, 
beschrieben worden. Dieser Forscher bezeichnet die Binder 1): 
a, b, c und d, von welchen das letzte aus zwei oder drei dic}: 
aneinander liegenden Biindern z, y,x besteht. Diese entsprechen dre; 


verschiedenen Hiimochromogenen a’, b’ und c’, so daB Band a und 


z der Komponente a’ zugehéren, b und y der Komponente \, 


und c und x der Komponente c’. 

Da eine Photographie des Cytochromspektrums unseres Wissens 
bisher nicht verdffentlicht ist, geben wir in Fig.1 auf Taf. IV cine 
Reproduktion der in verschieden dicken Schichten photographierten 
Hetensuspensionen, aufgenommen nach der 8.193 angefiihrteu 
Methodik. In der Reproduktion zeigen sich nur die drei Binder 
604, 563 und 550 mu ganz deutlich. Die Originalplatte zeigt 
auBerdem zwei schwache, aber deutliche Bander bei den an- 
gegebenen Wellenlingen 532 und 521 my. Bei der Oxydation 
verschwinden alle Bander aufer 563 und 532 mu, welche mig- 
licherweise ein wenig bis 561 und 530 mu verschoben sind. Eine 
Andeutung eines dritten Bandes im Gebiet 530—520 mu wurde 
nicht gefunden. 
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re), Uber Additionsvermégen des Hamatins. 
Ng Von 


liy : 
A. Hamsik. 


(Aus dem mediz.-chemischen Institut der Universitit in Brinn.) 


1 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juni 1930.) 


Wenn in der Formel des a@-Himatins (Oxyhiimins) das Fe- 
Atom als Koordinationszentrum des Komplexes mit der Koordi- 
nationszahl 6 angenommen wird, bleibt eine Stelle frei, die durch 
verschiedene Kérper eingenommen werden kann. 


et 

eu ~. “=x 

er Ke 
No ON 


Von den auf diese Weise zustande gekommenen Komplex- 
verbindungen ist das Methimoglobin, das natives Globin komplex 
sebunden!) enthilt, physiologisch am wichtigsten, wiihrend de- 
i naturiertes Globin, oder richtiger gesagt, das Paraglobin?), nur 
das Kathimoglobin oder Parahimatin®’) bildet, das nach der 
Reduktion nicht das Himoglobin, sondern analog wie viele N- 
haltige Kérper, ein Himochromogen gibt. 

Bei dem reduzierten Hiimatin, welches die OH-Gruppe ver- 
loren hat*) und infolgedessen zwei verfiigbare Stellen aufweist, ist 
das Additionsvermégen noch gréBer, so daB das reduzierte Hamatin 
leicht viele Kérper, wie Pyridin, Nicotin, Ammoniak, Amine, 
Hydrazinhydrat, Kiwei® komplex bindet.*) Das native Globin sollte 
mit dem reduzierten Himatin das Himoglobin, das weiter in das 
Oxyhaimoglobin iiberfiihrt werden kénnte, bilden. Eine solche 
Bildung von Hamoglobin, bzw. Oxyhimoglobin ohne Umweg iiber 
das Methimoglobin konnte (bei der mangelhaften Versuchsanordnung) 


') Haurowitz u. Waelsch, Diese Z. 182, 86 (1929). 

*) Roche, C. R. Laboratoire Carlsberg, Vol. 18, Nr. 4. 

*) Keilin, Proce. Roy. Soc., B., 100, 129 (1926). 

*) Haurowitz, Diese Z. 169, 91 (1927). 

°) Siehe Barcroft, The respiratory function of blood, Part II 8S. 1s 
(1928), wo die Literatur zitiert ist. 
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nicht mit Sicherheit beobachtet werden, weil das aus dem redy. 
zierten Hiimatin bzw. aus dem Hiimochromogen durch Luftoxydatioy 
wiedergebildete Himatin mit dem Globin zuerst das Methimo. 
globin gab. 

Wenn wir die bereits bekannten Additionsverbindungen (es 
Chlorhiimins iiberblicken, miissen wir zuerst anfiihren, daB schoy 
M. Nencki und J. Zaleski’) erkannt haben, daB das Himin 
selbst mit indifferenten Verbindungen leicht Additionsverbindungey 
bildet. Die genannten Forscher haben das Acetonchlorhiimiy 
dargestellt, aber die Krystalle, welche sie erhielten, waren nicht 
homogen, was meiner Ansicht nach durch die angewandte Dar. 
stellungsmethode bewirkt wurde. Die Hauptmenge der Krystalle 
bestand aus den haarformigen, gebogenen Nadeln mit schietfem 
Ausléschungswinkel, der 40—43° betrug, daneben waren auch 
kiirzere und mehr breite Blittchen, deren Ausléschungswinke! 
27—31° betrug und in ganz geringer Menge spindelférmige Kry- 
stalle mit gerader Ausléschung. Die bei 100° getrockneten Kry- 
stalle enthielten aber nur Spuren von Aceton. Das Acetonhiimin 
konnten die genannten Autoren leicht durch Umscheiden, d. bh. 
durch Lésen der Krystalle in ammoniakalischem Alkohol oder in 
chininhaltigem Chloroform und Vermischen der Lésung mit heifem, 
kochsalzhaltigem Eisessig, in die typischen triklinischen Tafeln 
von dem <Ausléschungswinkel 36—30° verwandeln. Umgekelirt 
lieB sich auch dieses ,Acethiimin“ in das Acetonhimin iiberfiihren, 
aber die erhaltenen Krystalle waren auch jetzt nicht homogen. 
M. Nencki und J. Zaleski bemerken, daB alle von ihnen dar- 
vesteilten Ather, sowie das Hiimin aus Amylalkohol, auf gleiche 
Weise wie das Acethiimin mit Aceton behandelt, keine Krystalle 
saben, was nach meiner Ansicht die bereits eingetretene Alterierung 
verriit. J. Merunowicz und J. Zaleski’) haben durch eine 
etwas abgeiinderte Methode Nadeln des mono- oder triklinischen 
Systems, deren Auslischungswinkel etwa 40° betrug, erhalten. 
Die in vacuo getrockneten Krystalle entwickelten bei 100° Diimpie 
von Aceton und verloren dabei 5,7°/, an Gewicht. Die Krystalle 
stellten nach Ansicht der Autoren eine molekulare Verbindung 
von Hiimin und Aceton dar. 

Ich habe ein weiter beschriebenes milderes Verfahren zur 
Darstellung des einheitlich krystallisierten Acetonchlorhamins aus 


1) Diese Z. 30, 384 (1900). 
*) Ref. Jahresber. Tierchemie 37, 179 (1907). 
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dem Blut und aus dem aktiven Hiimatin ausgearbeitet. Weiter 
habe ich ein Verfahren zum Uberfiithren des «-Acetchlorhiimins 
dh. des mit Hilfe des Eisessigs dargestellten Hiimins) in das 
Acetonchlorhimin ausgearbeitet; hier wies aber schon ein kleiner 
Teil der Krystalle die beginnende Alteration auf. 

Das Chlorhimin kann weiter auch Alkohol addieren, wie 
schon M. Nencki und N. Sieber!) erkannt haben. Aber durch 
K:nwirkung von Alkoholen und Mineralsiiuren auf den Blutfarbstoff 
und auf das Himatin entstehen stets Alkyliither und Umwand- 
lungsprodukte, die sich nicht mehr in das Acetonchlorhimin iiber- 
fiihren lassen. Das von mir ausgearbeitete Verfahren liefert ein 
Chlorhimin, das wahrscheinlich Alkohol enthilt und in das Aceton- 
chlorhimin iiberfiihrt werden kann, also nicht alteriert ist. 

Das Chlorhimin kann weiter Pyridin’), wodurch Pyridin- 
chlorhimin entsteht, und Cyanwasserstoff, wodurch Cyanchlorhiimin’) 
gebildet wird, addieren. Von W.Kiister wurden amorphe Anilin- 
himine*) beschrieben. 

Ich habe noch andere Himine, nimlich ein Formyl- und ein 
Acetylhimin, deren Krystalle, was die Form und den Ausléschungs- 
winkel betrifft, denjenigen des a@-Acetonchlorhimins analog sind 
dargestellt. Sie stellen wahrscheinlich auch Additionsverbindungen 
mit Aceton bzw. mit Methylalkohol dar. 

Die a-Himine, die addierte Substanz enthalten, unterscheiden 
sich von den einfachen @-Himinen durch die Krystallform (lange 
Krystalle, Ausléschungswinkel etwa 42°), durch die Léslichkeit 
und durch die Reaktivitiit. Sie kénnen als ¢-Metahimine’®) von 
den einfachen «-Himinen unterschieden werden. [Das a-Aceton- 
chlorhimin bindet das Chlor nicht so fest wie das Acetchlorhiimin 
und ist bei der Enteisenung mit Ameisensiiure und Eisenpulver 
empfindlicher als dieses. 

Betrachten wir weiter die bekannten Additionsverbindungen 
des Hiimatins, die vielleicht als Metahimatine bezeichnet werden 
kinnen. Das Himatin bildet mit nativem Globin das Methimo- 
globin, mit Paraglobin das Kathimoglobin, mit Pyridin das Pyridin- 
hamatin, mit Cyanwasserstoff das Cyanhimatin. 


') Diese Z. 30, 386 (1900). 
*) Hamsik, Diese Z. 169, 64 (1927); Haurowitz, a.a. O. 253 (1927). 
) Zeynek, Mediz. Klinik XXI (1925); Haurowitz, Diese Z. 169, 
254 (1927). 
*) Diese Z. 40, 423 (1904). 
°) Richter, Diese Z. 190, 21 (1930). 
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Ich meine, daB auch das Aceton, die Alkohole und de; 
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Ather labile Additionsverbindungen mit dem freien Hiimatin bilden, 

Dab das e-Hiimatin Alkohol oder Aceton addiert, schlieBe jc) Ppri 
1. aus den Verinderungen der Farbe und des Spektrums, welche J vol 
nach Zusatz von Aceton oder von Alkohol zu den wiiBrigen alka. s 
lischen Lésungen des Chlorhiimins oder des Hiimatins beobachtet § sus 
werden kénnen, 2. aus den Farb- und Spektren-Verschiedenheitey, — cs 
welche die sauren alkoholischen und acetonischen Himatinlésungey Bes, 
zeigen, 3. aus der gréBeren Leichtigkeit, mit welcher alkalische, Fiver 
mit Aceton oder mit Alkohol versetzten Hiimatinlésungen — jin FPsiu 
Vergleich mit den wiiBrigen Lisungen — das Himochromogen, find 
zu dessen Entstehen Addition irgendeiner Substanz notwendig ist, F\™ 
bilden. 

Das sog. aktive Himatin!) kann wahrscheinlich nur as Jer 
Additionsverbindung mit einem indifferenten Stoff(Aceton, Alkohol, J°c! 
Ather) also als ein Metahiimatin existieren. Nachdem es die J ¢e!' 
addierte Substanz (durch Trocknen oder durch Einwirkung you alk 
Wasser) verloren hat, ist es — mit der freien Eisenhydroxylgruppe Res 
— nicht mehr existenzfihig, wird anhydrisiert und dadurch in- 2 
aktiviert. DaB das aktive Hiimatin addierten Alkchol oder Aceton Pe 
enthilt, schlieBe ich daraus, daB das frisch gefillte, mit Wasser BS! 
nicht gewaschene Hiimatin andere Kigenschaften besitzt als das- JR? 
selbe Praparat, das die addierte Substanz durch Waschen oder ™' 
durch Trocknen teilweise oder ganz verloren hat. Das erste Pri- [BA 
parat ist leicht léslich in verdiinnter Bicarbonatlésung, wird vou (ies 
oxalsiiurehaltigem Aceton oder Alkohol ohne Alterierung de: den 
Modifikation gelést, da aus dieser Lisung typisch krystallisiertes ind 
¢-Acetonchlorhimin erhalten werden kann; es wird von 80°/, iger gebu 
Ameisensiiure und von Kisessig gelést und aus diesen Liésungen § 
scheiden sich Krystalle der betreffenden a-Metahiimine aus. Wenn 22" 
dasselbe Hiimatinpriiparat die addierte Substanz teilweise verloren Hock 
hat, was durch unvollstindiges Austrocknen an der Luft oder Ye 
durch Einwirken von Wasser (kurzdauerndes Verweilen in der mit erkl: 
Wasser versetzten Mutterlauge oder kurzdauerndes Waschen au! "4 
dem Filter mit kaltem Wasser) bewirkt wird, wird es von ver- Alkc 
diinnter Bicarbonatlésung schwierig und von oxalsiiurehaltigen Fe!" 
Aceton nur unter teilweiser Alterierung der Modifikation gelést; «as Aatl 
Priiparat gibt mit Eisessig keine Krystalle mehr, aber mit SO’ ,- ee 

cebil 





iger Ameisensiiure gibt es noch Krystalle, deren Ausléschungswinke! 








1) Hamsik, Diese Z. 183, 269 (1929); 186, 263 (1930). 
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aber nur etwa 30° oder noch weniger (etwa 25°) betriagt und die 
.bon die beginnende Alteration zeigen. Wenn dasselbe Hiimatin- 
vriparat die addierte Substanz vollstiindig verloren hat, was durch 
-ollstiindiges Austrocknenlassen an der Luft oder durch Kochen 
des in der mit Wasser versetzten Mutterlauge oder in Wasser 
uspendierten Hamatins oder durch lange dauerndes Waschen 
esselben auf dem Filter mit kaltem Wasser bewirkt wird, wird 
res, unter Schwarzwerden und eventuellem Auskrystallisieren, in 
verdiinnter Bicarbonatlésung unlislich; es wird weiter von oxal- 
siurehaltigem Aceton oder Alkohol schwer und nur unter Ver- 
inderung der Modifikation gelést und es gibt selbst mit 80°), iger 
\meisensiiure keine Krystalle mehr. 

Das Iuaktivieren der aktiven Himatinpriiparate, durch Waschen 
jerselben auf dem Filter mit kaltem Wasser, trat jedoch mit ver- 
schiedener Schnelligkeit ein. Das aus sauren acetonischen Extrakten 
gefiillte Hamatin wurde schneller inaktiv als jenes aus sauren 
alkoholischen Extrakten gefalltes; noch linger aktiv blieb das 
aus alkalischen methylalkoholischen Lésungen nach vorangehender 
Ausiuerung gefallte Himatin. Es muB auch die Moglichkeit 
erwogen werden, daB vielleicht noch andere, aus dem Blut 
‘stammende Substanzen, hier eine Rolle spielen kénnen, da solche 
rohe, lange aktiv bleibende Himatinpriaparate, wenn sie mit 5°/,iger 
ncthylalkoholischer Kalilauge behandelt werden, nebst Oxyhiimin- 
kaliumkrystallen bedeutende ungefirbte Massen hinterlassen. In 
diesen Trikaliumoxyhaminkrystallen?) sind die zwei K-Atome in 
den Carboxylen gebunden und das dritte K-Atom kénnte vielleicht 
in der zweiten und der Methylalkohol in der ersten Sphire komplex 
vebunden sein. 

ich meine, daB beim Vermischen des Blutes oder einer Oxy- 
limoglobinlésung mit Aceton oder mit Alkohol der in HbO, 
locker gebundene Sauerstofi durch Aceton oder Alkohol teilweise 
verdrangt, wodurch die regelmiBig eintretende Gasentwicklung 
erkliirt werden kénnte, und so die Methimoglobinbildung eingeleitet 
wird. Das Globin kann weiter durch das Aceton oder durch den 
Alkohol zu Paraglobin umgewandelt werden, wodurch die spiiter 
etretende Kathimoglobinbildung erklart werden kinnte. Das 
Kathimeglobin wird rasch und vollstindig durch Kinwirkung von 
faceton oder Alkohol auf eine verdiinnte Oxyhiimoglobinlésung 
cebildet, wihrend das aus einer konzentrierten Lésung mit Aceton 


') Hamsik, Diese Z. 182, 117 (1929). 
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oder mit Alkohol gefallte Oxyhimoglobin viel langsamer in da 
Met- und Kathimoglobin iiberfiihrt wird. Die beim Vermische, 
einer Ochsenoxyhimoglobinliésung mit entsprechender Menge Acety, 






erhaltenen Oxyhamoglobinkrystalle bleiben bei niedriger Tempe. 





ratur mehrere T'age bestehen. 

Das Paraglobin kann im Komplex bleiben, aber jene Gruppey 
die zu Methimoglobin-, Himoglobin- und Oxyhimoglobinbildun; 
notwendig sind, sind schon vernichtet worden. Weiter kann ab; 
das Paraglobin durch das Aceton oder durch den Alkohol (beix 
Erwiirmen) verdriingt werden, was den bekannten Farben- uni 
Spektrumwechsel zur Folge hat. Das Spektrum und die Far\; 
der erwiirmten Lisung entsprechen nicht denjenigen der wiibrige; 
alkalischen Hiimatinlésung, sondern denjenigen des Alkohol- bzy, 
Aceton-Hiimatins. Der beim Erkalten zuriickgehende ProzeB kai 
als Wiederkehr des Paraglobins in den Komplex anstatt des Aceton: 
bzw. des Alkohols betrachtet werden. 

Wenn das Blut oder die Oxyhaimoglobinlésung mit Aceto: 
oder mit Alkohol gefallt, das abfiltrierte und abgeprebte Koagulun 
zerrieben und dieses ,,Blut- bzw. Oxyhimoglobinpulver“ mit oxi: 
siiurehaltigem Aceton oder Alkohol ausgezogen wird, wird da: 
Globin aus dem Komplex durch das Aceton oder durch de 
Alkohol verdringt. Der Auszug enthilt geléstes Aceton- bzv 
Alkoholoxalylhiimin; diese Metahiimine kénnen voneinander dure! 
den Farbenton und durch das Spektrum unterschieden werden. 
Das ungelést gebliebene Globin wird — je nach der Arbeit: 
weise (Kinwirkungsdauer des Acetons bzw. des Alkohols, Temye. 
ratur) — in verschiedenem Grade teils kupplungsfahig, teils kup): 
lungsunfihig erhalten. Wenn das ,,Blut- bzw. Oxyhaminpulver’ 
mit methylalkoholischer Kalilauge ausgezogen wird, enthilt de 
Auszug wahrscheinlich geléstes Kaliummethanolhimatin, desse: 
Farbennuance und Spektrum von denjenigen der waBrigen Kaliun- 
himatinlésung differieren. Der ungelést gebliebene farblose Res 
besteht — je nach der Arbeitsweise — teils aus kupplungsfahigen 
groBtenteils aber aus kupplungsunfihigem Globin. 

Das volle Additionsvermégen besitzt aber nur die unveriinder’ 
Modifikation des Chlorhimins bzw. des Hiimatins, die als die « 
Modifikation bezeichnet wurde. bei den alterierten Modifikationen. 
die als die 8- und w-Modifikationen bezeichnet wurden, ist da: 
Additionsvermégen, je nach dem Grad der Alteration, verminder' 
oder erloschen. Es wire vielleicht nicht ohne Belang, auch di 
synthetischen Hiimine in dieser Hinsicht zu verfolgen. 
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Die alterierten Modifikationen des Himatins und der Hamine 
entstehen aus der urspriinglichen «-Modifikation durch Kinwirkung 
yerschiedener sauren und alkalischen Agenzien.!) Durch mildere 
Kinwirkung derselben werden die f-, durch stirkere Kinwirkung 
werden die w-Modifikationen gebildet. Die Krystalle des 8-Chlor- 
himins zeigen gerade Ausléschung und — gegeniiber dem e- 
Acetchlorhimin — etwas verminderte Haftfestigkeit des Chlors. 
Zwischen der «@-Modifikation und der f-Modifikation gibt es 
eine Ubergangsmodifikation, deren Krystalle einen kleineren 
Ausléschungswinkel als 30° zeigen und die durch Umscheiden 
Lisen in Pyridinchloroform und EingieBen der filtrierten Lisung 
in kochenden, mit Kochsalz gesittigten Kisessig) in die gerade 
ausléschenden Krystalle der (-Modifikation iiberfiihrt werden 
kjnnen. Durch das Umscheiden wird wahrscheinlich die bei der 
| bergangsmodifikation eingeleitete Veriinderung vollzogen. Diese 
kinnte vielleicht in Umgruppierung des ganzen konjugierten cy- 
clischen Systems bestehen.?) Die 3-Modifikation konnte nicht in 
die ¢-Modifikation (g-Acet- oder a-Aceton-Chlorhimin) iiberfiihrt 
werden, sie konnte aber mehrmals umgeschieden werden. Die 
w-Modifikationen des Chlorhimins, die wahrscheinlich durch be- 
reits eingeleitete Zerstérung des Molekiils entstehen, bleiben bei 
dem Umscheiden gréBtenteils in der essigsauren Liésung und 
kjnnen erst durch Verdiinnen mit Wasser gefallt werden. Ihr 
Additionsvermégen fiir das Globin ist klein oder keins und ihr 
(| ist nur locker gebunden.®) 

Die gebriiuchlichsten Reagenzien, die die Veriinderung des 
Himatins oder der Himine herbeifiihren kénnen, sind: Schwefel- 
siure in acetonischer oder alkoholischer Lésung, Salzsiure in 
alkoholischer Lésung, konz. Ameisensiure, Hydroxyde und Carbo- 
nate der Alkalien besonders in wiBriger Lisung, Pyridin besonders 
in wiBriger Lésung. Der Grad der Alteration hingt von der 
Konzentration, von der Temperatur und yon der Einwirkungsdauer 
ab, wortiber schon friiher berichtet wurde. Hier will ich nur 
Folgendes noch hinzufiigen: Selbst nur 80°/,ige Ameisensiure 
kann schon in der Kilte das «¢-Hiaimatin in die Ubergangs- oder 
in die #-Modifikation des Formylhimins iiberfiihren. Die ver- 
diinnte methylalkoholische KOH-Lésung fiihrt bei kurzdauernder 
Kinwirkung keine Verinderung der «-Modifikation hierbei, weil 


1) Hamsik, Diese Z. 148, 99 (1925); 178, 67 (1928). 

*) Richter, Diese Z. 190, 21 (1930). 

°) Hamsik, Spisy lék. fakulty v Brné I, 63 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXC, 14 
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wahrscheinlich der Alkohol eingelagert wird. Durch Vermischey 
der erwahnten Loésung mit Ameisensiiure werden nimlich die 
charakteristischen Krystalle des e-Methanolformylhamins erhalten, 
Wibrige, selbst sehr verdiinnte Alkalien bewirken dagegen selbst 
bei sehr kurzdauernder Einwirkung eine Veranderung, die aber 
erst durch die darauffolgende Ansiuerung und besonders durch 
das Waschen mit Wasser vergréfert wird. Der nach dem An- 
siuern der Liésung erhaltene, abfiltrierte und nicht gewaschene 
Niederschlag konnte in ein dem «-Acetchlorhimin sehr ahnliches 
Chlorhiimin verwandelt werden; trotz der gleichen Krystallform 
besaB aber dieses Chlorhiimin nicht das volle Additionsvermégen, 
da es in die charakteristischen Krystalle des e-Acetonchlorhiimins 
nicht verwandelt werden konnte. Der nach linger dauernder Ein- 
wirkung der Lauge erhaltene, mit Wasser nicht gewaschene oder 
der nach kurzdauernder Einwirkung der Lauge erhaltene, aber 
mit Wasser gewaschene Niederschlag gab hichstens das £-, ge- 
wohnlich aber ein y-Hamin. Durch verschieden lange dauerndes 
Waschen des durch Lésen des Chlorhimins in wiBrigen Alkalien 
erhaltenen ,.Himatins“, welches gewohnlich aus einem w-Himatin 
besteht, kénnen vielleicht die friiheren widersprechenden Angaben ' 
erklart werden, besonders wo gréfere Mengen verarbeitet wurden. 
Andererseits hingt die Kupplung des Himatins von der zu 
addierenden Substanz ab. Das Globin kann bei Gegenwart von 
Pyridin in den Komplex nicht eintreten, wenn das Pyridin im 
UberschuB sich befindet. Das Pyridin wird aus dem Komplex in 
Pyridinhimatin durch Ammoniak und besonders durch KOH ziem- 
lich leicht verdringt. Das Cyan wird dagegen aus dem Cyan- 
hiimatin durch Ammoniak und durch Pyridin kaum, durch das 
Globin doch zum Teil und nur yon KOH langsam verdriingt. 


Experimenteller Teil. 


Das Acetonchlorhamin. 

Darstellung. Das @-Acetonchlorhimin kann aus Blut oder 
aus reaktiviertem Hiimatin dargestellt werden. Die a. a. O.”) an- 
vefiihrte Beschreibung der Darstellungsmethode des Acetonchlor- 
hiimins aus Blut ist in folgendem zu ergiinzen: Zum vollstindigen 
Ausziehen des Farbstoffs sind etwa 38 Liter oxalsiurehaltigen 
Acetons noétig. Solcher, mit Aceton—Salzsiiurelésung versetzte 

1) Eppinger, Dissertation Miinchen 1907; Siewert, Arch, f. exper. 
Path. 5S, 386 (1910); Kiister, Diese Z. 66, 165 (1910). 

*) Hamsik, Diese Z. 187, 234 (1930). 
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Auszug mu noch mit Wasser oder mit ganz verdiinnter Salzsiiure 
portionsweise versetzt werden, um das Acetonchlorhimin zum 
Abscheiden zu bringen. Zu je 100 ccm Auszug wurden 5 ccm 
einer aus gleichen Teilen Aceton und 12,5°/,iger Salzsiiure be- 
stehender Lésung und dann portionsweise binnen mehrerer Stunden 
2) bis 40 com Wasser oder einer sehr verdiinnter Salzsiiure ge- 
ceben; noch mehr Wasser zu geben ist nicht ratsam, da die 
Filtration der Krystalle dann sehr erschwert wird. Es schieden 
sich sehr lange Blittchen [lange @,- und «,-Formen!), Aus- 
ljschungswinkel etwa 42°] aus. Die mit Lipoidstoffen besetzten 
Krystalle wurden nach etwa 24—48 Stunden von der schwach 
vefiirbten Mutterlauge leicht abfiltriert, auf dem Filter mit ganz 
verdiinnter Salzsiiure, dann einigemal mit Wasser gewaschen und 
an der Luft getrocknet. Ausbeute aus 1 Liter Ochsenblut betrug 
etwa 4,5 g. Das Priparat lieB sich nicht pulverisieren. Es 
wurde mit Petroliither oder mit Chloroform von den Lipoidstoffen 
befreit. Ausbeute jetzt etwa 4g aus 1 Liter Ochsenblut. Jetzt 
konnte das Praparat pulverisiert werden. 

Kigenschaften. Lange «,- und «,-Formen, deren Aus- 
lischungswinkel nach der Liingskante etwa 42° betrug. Aus der 
konzentrierten Lésung schieden sich hauptsiichlich haarférmige 
Formen aus. Das rohe lufttrockene Priparat war ziemlich léslich 
i Alkohol, etwas weniger in Aceton, noch weniger in Ather und 

Chloroform. Das mit Petroliither extrahierte Priparat war 
ziemlich léslich in Alkohol, etwas weniger in Aceton, wenig in 
Ather und gering in Chloroform. Priiparate, die mit Aceton, 
Alkohol und Ather gewaschen waren”), waren in Alkohol und in 
Ather fast unléslich, in Aceton wenig lislich. 

Das Acetonchlorhimin konnte aus dem _ oxalsiiurehaltigen 
Auszug auch ohne freie Salzsiiure, nur mit verdiinnter Kochsalz- 
lisung abgeschieden werden. Wenn 1 Liter Auszug mit 400 ccm 
einer 2°/, igen Kochsalzlésung portionsweise versetzt wurde, schied 
sich das Chlorhiimin in den oben beschriebenen langen Krystallen 
aus, aber die Mutterlauge blieb hier etwas mehr gefarbt. Wenn 
der Auszug mit dem gleichen Volum Kochsalzlisung auf einmal 
vermischt wurde, war der alsbald abgeschiedene Niederschlag fast 
amorph, bestand aber auch aus dem Chlorhimin. Der abfiltrierte, 
nicht gewaschene, feuchte Niederschlag gab mit 80°/,iger Ameisen- 
sure keine Krystalle. Nach dem Trocknen an der Luft war das 
1) Richter, Diese Z. im Druck. 

*) Hamsik, Diese Z. 183, 110 (1929). 
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Priparat ziemlich ldslich in Alkohol, etwas weniger in Acetoy. 
wenig in Ather und in Chloroform, leicht léslich in Pyridin- 
Chloroform oder in Pyridin—Aceton und konnte in das typisc) 
krystallisierte Acetonchlorhimin iiberfihrt werden. 

Umkrystallisieren des Acetonchlorhimins. 0,5 ¢ des 
Acetonchlorhimins wurden in einer Lésung von 15 ccm Acetoy 
und 7,5 ccm Pyridin binnen etwa 5—10 Minuten gelost, die filtrierte 
Lésung wurde in ein Gemisch von 100 ccm Aceton und 15 cen, 
HKisessig eingegossen. Anstatt Eisessig wurde auch Oxalsiiure 
verwendet; hier war die Einwirkung des Eisessigs, der, in noc! 
griBerer Menge zugesetzt, die Form der Krystalle verindert, «us. 
geschlossen, aber es schied sich anfangs ein Niederschlag 
Salzen aus. Dann wurde wiibrige, 12,5°/,ige Salzsiure bis zu 
kongopositiven Reaktion (etwa 22—25 ccm) zugegeben. Zuletzt 
wurden noch 50 ccm einer ganz verdiinnten Salzsiure und zwar 
in Portionen zu 10 ccm binnen einiger Stunden zugegeben. |. 
schieden sich anfangs auBer den typischen langen Krystallen auch 
kleinere andere Formen aus, aber nach 24—48 Stunden bestan 
der Niederschlag nur aus inn @,- und «,-Formen des Acetor 
chlorhiimins hacdiiuapewinlksl 42°), Erst dann wurden ite 
Krystalle abfiltriert, mit ganz verdiinnter Salzsiure, einigemal mit 
Wasser gewaschen und getrocknet. Das trockene Priiparat war 
ziemlich léslich in Alkohol, etwas weniger in Aceton, wenig in 
Ather, gering in Chloroform. 

Umscheiden des Acetonchlorhiimins in das @-Ace'- 
chlorhimin. 0,5 g des Acetonchlorhimins wurden in einem 
Gemisch von 5 ccm Chloroform und 2,5 cem Pyridin gelést. Die 
filtrierte Liésung wurde in 70 ccm kochenden, kochsalzhaltige: 
Kisessig eingegossen. Es wurden die typischen Krystalle des 
«-Acetchlorhimins mit dem Ausléschungswinkel etwa 33° erhalten. 
Das Priparat unterschied sich von dem Acetonchlorhimin dure! 
die Léslichkeit. Es war in Aceton gering, in Alkohol minimal 
léslich. 

Umscheiden des Acetchlorhimins in das a-Aceton- 
chlorhamin. Es wurden 1. das bereits beschriebene Acetchlor- 
himin, 2. das Schalfejeffsche Chlorhimin umgeschieden. Das 
Umscheiden geschah auf die bei dem Umkrystallisieren des Aceton- 
chlorhiimins beschriebene Weise. Es schieden sich zuerst selir 
kleine Formen aus, aber nach 24—48 Stunden wurden gréBter- 
teils die «,- und @,-Formen (Ausliéschungswinkel 42°) des Aceton- 
chlorhiimins beobachtet; auBerdem waren aber ziemlich spirliche 
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Aceto) ‘ Y a . 
ry preite und abgerundete Krystalle, deren Auslischungswinkel etwa 
yr a ei ad . . 
t “ig 97° betrug, vorhanden. Das Uberfihren gelang also bis auf einen 
) tYpisch 


Jeinen Rest, der wahrscheinlich schon (durch Pyridin?) alteriert 
war. Das Priparat hatte wieder die dem Acetonchlorhimin zu- 
cehérige Léslichkeit. 


),5 g des 


| Aceton 
filtrierte Das Alkoholchlorhamin. 
rh ae 1. Darstellung. Wenn der oxalsiiurehaltige Alkoholauszug, der auf 
xalsiiure jie a. a. O.!) beschriebene Weise (mit 3 Litern Alkohol aus 1 Liter Blut) 
mM noch erhalten wurde, mit 2°/,iger Kochsalzlésung portionsweise versetzt wurde, 
art, aus- konnte nicht ein krystallisierender Niederschlag erzielt werden. Der Auszug 
lag you vurde also auf einmal mit dem gleichen Volum 2°/,iger Kochsalzlésung ver- 
Bie ins miseht. Der Niederschlag wurde nach dem Absitzen von der gering ge- 
" ~ firbten Mutterlauge getrenat. 
Zuletzt Kigenschaften. Das trockene Priiparat war ziemlich léslich in Aceton, 
nd zwar etwas weniger in Alkohol, wenig in Ather und in Chloroform, leicht léslich 
en. ks in Pyridin-Chloroform. Es konnte nach der bei Umkrystallisieren des Accton- 
en auc! chlorhiimins beschriebenen Weise in das typisch krystallisierte Aceton- 
b 3 chlorhimin tiberfithrt werden. 
estand 2, Darstellung. 1 Liter des oxalsiiurehaltigen Auszuges wurde mit 
Aceton- 5) cem einer aus gleichen Teilen Alkohol und 12,5°/,iger Salzsiiure be- 
len die stehender Lésung versetzt. Es konnte bald eine aus kleinen Krystallen 
mal mit bestehende Triibung beobachtet werden. Nach 12 Stunden bestand aber 
wah war der Bodensatz aus anderen, gréBeren Krystallen («,-Formen, Ausléschungs- 
ape winkel 30—37°), die nach AbgieBen der noch stark gefairbten Mutterlauge 
enig 1 abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet wurden. Das Uberfiihren 
in das typisch krystallisierte Acetonchlorhiimin gelang nur zum Teil, da 
-Acet- cin Teil dieses Alkoholhiimins bereits alteriert war. 
eine! 
st. Die Das f-Chlorhamin. 
altigen I. Darstellung durch Einwirkung von Alkalien: 
lle des A. Ausdem Ochsenblut. Die Darstellung geschah nach der a. a. O.’) 
‘halten. beschriebenen Methode. Das umkrystallisierte ¢-Chlorhiimin konnte nicht 
durch auf die schon beschriebene Weise in das Acetonchlorhimin iiberfiihrt 


werden; es wurden nur krystallinische Gebilde erhalten. AuBerdem wurde 
vin feuechtes rohes § Himatin mit oxalsiiurehaltigem Aceton ausgezogen. 
Das feuchte Priiparat wurde viel besser gelést als das getrocknete. Der 


nim! 


seton- liltrierte Auszug wurde direkt mit Salzsiiure und dann mit Wasser versetzt, 
tchlor- um das Acetonchlorhimin zu erhalten, aber es wurde nur ein krystallinischer 
Das Niederschlag erzielt. 


B. Aus dema-Acetonchlorhimin. Das pulverisierte Himin wurde 


mead in ganz verdiinnter wiB8riger Soda- oder NaOH-Lisung gelést, die méglichst 
t sehr bald abfiltrierte Lésung wurde mit verdiinnter Essigsiiure schwach angesiuert, 
OBten- der bald abfiltrierte Niederschlag wurde a) ohne Waschen auf dem Papier 
ceton- ete etree 

irliche 1) Hamsik, Diese Z. 187, 232 (1930). 






?) Hamsik, Diese Z. 80, 37 (1912). 
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abgepreBt und 1. direkt in oxalsiiurehaltigem Aceton gelist. Die filtriert. 
Lésung wurde mit entsprechender Menge des Aceton-Salzsiiuregemisce):s 
und dann portionsweise mit entsprechender Menge der ganz verdiinnt-y 
Salzsiiure versetzt, aber der entstandene Niederschlag war nur krystallinisc! 
so dab kein krystallisiertes a-Acetonchlorhiimin erhalten wurde. 2. in koc}, 
salzhaltigen Eisessig gegeben, Das Gemisch wurde dann einige Minuter 
gekocht. Die abgeschiedenen Krystalle waren, wenn das Lésen in Alka’; 
nur etwa 10 Minuten gedauert hatte, denjenigen des a-Acetchlorhimins ganz 
fihnlich. Diese Krystalle konnten aber nicht auf die frither beschriebine 
Weise in die «-Acetonchlorhiiminkrystalle verwandelt werden. Das Priparat 
war schon etwas alteriert. 3. in 80°,iger Ameisensidure gelést. Die ab- 
geschiedepen Formylhiiminkrystalle waren nicht einheitlich: der Ans. 
léschungswinkel betrug bei den einen etwa 30°, bei den anderen 0°, wa 
die eingetretene Alterierung verriit. 

b) mit Wasser gewaschen und erst dann 1, mit Eisessig und Kochs:!: 
gekocht. Die abgeschiedenen Krystalle entsprachen jetzt denen des 6-Ch! 
hiimins (gerade Ausliéschung), und konnten nicht in die a«-Acetonchlorhimin. 
krystalle tiberfiihrt werden. 2. mit 80°/,iger Ameisenséure behandelt. ks 
wurden Krystalle des 3-Formylhaimins (Ausléschungswinkel 0°) erhalten 
Die nur eingeleitete Verinderung wurde also durch Waschen mit Wasser 
vergriBert. 

Wenn das a-Acetonchlorhiimin einige (2—4) Stunden der Einwirkung 
der Lauge ausgesetzt war, wurde aus solecher Lésung durch Ansiiuern ei: 
Niederschlag erhalten, welcher a) ungewaschen mit Eisessig und NaCl ge- 
kocht, das 9-Chlorhiimin gab, b) mit Wasser gewaschen und dann mit Eis. 
essig und NaCl gekocht, ein w-Hiimin gab. Dasselbe resultierte auch, wem 
das «-Acetonchlorhiimin 24 Stunden oder liinger in der wéBrigen Lauge ver- 
blieb. Das yw-Hiimatin gab mit 80° ,iger Ameisensiiure keine Krystalle 
und mit Eisessig und NaCl gekocht, nur einen undeutlichen Niederschlag: 
erst nach Hinzufiigen von Kochsalzlésung oder verdiinnter Salzsiure uni 
Kochen wurde das y-Himin niedergeschlagen, 

C. Aus dem a-Hiimatin: a) Aus dem trockenen, anhydrisierten un‘ 
inaktiven Hiimatin. Das trockene a-Hiimatin war in verdiinnter waBriger 
Natronlauge viel schwieriger léslich als das a-Acetonchlorhimin und wurde 
dabei analog wie dieses alteriert. b) Aus dem reaktivierten Hiamatin 
Trockenes pulverisiertes a-Hiimatin wurde in Methylalkohol suspendiert. 
die Suspension wurde mit methylalkoholischer KOH alkalisiert, die fi 
trierte Lésung wurde mit Eisessig schwach angesiuert, der bald abfiltriert: 
Niederschlag wurde mit Aceton gewaschen, abgepreBt und in verdiinnter 
Bicarbonatlésung gelést. Diese Lésung wurde bald mit Oxalsiiure schwac! 
angesiiuert, der Niederschlag wurde bald abfiltriert, mit Aceton gewaschen, 
abgepreBt und nun 1. mit Eisessig und NaCl einige Minuten gekocht. Die 
abgeschiedenen Krystalle hatten die Form und den Ausléschungswinke. 
des a-Acetchlorhimins, konnten aber nicht in die typischen Krystalle de- 
«-Acetonchlorhiimins iiberfiihrt werden, so daB sie schon doch alteriert 
waren. 2. in oxalsiiurehaltigem Aceton gelést. Aus dieser Lésung konnter 
nicht die typischen Krystalle des a-Acetonchlorhimins erhalten werden. 3. mi 
80° ,iger Ameisensiiure behandelt. Die abgeschiedenen Krystalle waren nic)" 
einheitlich: es waren auch solche vorhanden, deren Auslischungswinkel etw 
42° betrug und die wahrscheinlich aus unverindertem Metahimin bestanden. 
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II. Darstellung durch Einwirkung von Siuren: 


A. Aus dem Blut. Es wurde ein iilteres Priiparat, das nach der 
der a. a. O.!) beschriebenen Methode dargestellt wurde; der schwefelsaure 
Auszug blieb damals 3 Tage stehen, bevor er mit Salzsiiure versetzt wurde. 
Das Priparat konnte nicht auf die in dieser Mitteilung beschriebene Weise 
in das a-Acetonchlorhimin verwandelt werden; es war stark alteriert. 

B. Aus dem a-Himatin. Es wurde ein altes nach dem a. a, O.') 
besehriebenen Verfahren dargestelltes Praiparat verwendet. Das Priiparat 
konnte nicht in das aw-Acetonchlorhimin iiberfiihrt werden. 


Das Formylhamin. 


Darstellung 1. Eine Lésung von 1 g trockenem, pulveri- 
siertem @-Himatin in 100 ccm methylalkoholischer Kalilauge 
wurde in 25ccm 95°/,iger Ameisensiure eingegossen. Es schieden 
sich bald in der Kalte lange Krystalle (Form @,, Ausléschungs- 
winkel etwa 42°), die nach 24 Stunden abfiltriert wurden. 

Darstellung2. Dieselbe Lésung wurde mit Kisessig schwach 
angesiuert, der Niederschlag wurde bald abfiltriert, auf dem Filter 
mit Methanol oder mit Aceton gewaschen, zwischen FlieBpapier 
abgepreBt und noch feucht mit 100 ccm 80°/,iger Ameisensiure 
zerrieben. Aus der Lésung schieden sich denen sub 1 beschriebenen 
entsprechende Krystalle des Formylhimins ab. 

Darstellung 3. Der sub 2 beschriebene Niederschlag wurde 
auf dem Filter mit Wasser gewaschen, abgepreBt und mit 80°/,- 
iger Ameisensiure ebenso behandelt. Die abgeschiedenen Kry- 
stalle waren nicht einheitlich, der Ausléschungswinkel betrug 30 
bis 25°, Mit Kisessig und NaCl gekocht, gaben sie Sphiroide des 
3-Chlorhimins. Es wurde Ubergangsmodifikation des Formylhiimins 
erhalten, die bei dem Kochen mit Kisessig und NaCl in die £- 
Modifikation iiberging, wie das auch bei dem Formylhimin, das 
J. Sula?) dargestellt hat, der Fall war. 


Das Acetylhamin. 


Der bei dem Formylhimin sub 2 beschriebene, mit Aceton 
gewaschene Niederschlag wurde abgepreBt und noch feucht mit 
Kisessig zu einer konz. Lésung zerrieben. Die abgeschiedenen 
Krystalle waren lange «,-Formen, deren Ausléschungswinkel etwa 
42° betrug. Sie bestanden wahrscheinlich aus Acetonacetylhimin. 

Wenn dagegen eine Lésung von | g trockenem «-Himatin 
in 50 ccm methylalkoholischer Kalilauge, mit etwa 3 Volum Kis- 





1) Hamsik, Diese Z. 178, 71 (1928). Dortselbst soll, Zeile 15 von 
oben, anstatt Oxyhimin richtig Oxyhiimoglobin stehen. 
®) Diese Z. 188, 275 (1930). 
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essig vermischt wurde, waren die abgeschiedenen Krystalle niciit 
einheitlich, ihr Ausléschungswinkel betrug anfangs etwa 30°, spiiter 
waren auch Krystalle mit gerader Ausléschung, die also dem 
§-Hamin bzw. dem #-Hiimatin entsprachen, vorhanden. 


Das Hamatin (Oxyhamin) 


I. Das Rohhimatin. 


A. Darstellung mit Aceton. Der oxalsiurehaltige Auszug, dessen 
Darstellung a. a. O.') beschrieben wurde, wurde 1. mit 1/, Volum einer 2 
igen Natriumacetatlésung versetzt. Die von den abgeschiedenen Salze: 
abfiltrierte Farbstofflésung wurde nun vorsichtig mit weiteren Portione: 
derselben Natriumacetatlésung bis zur beginnenden schwachen Triibung 
vermiseht. Es schied sich allmihlich ein aus kleinen, meist zu sternférmige: 
Driisen gruppierten Krystallen bestehender Niederschlag ab. Der nach 
einigen bis 24 Stunden abfiltrierte Niederschlag gab, ungewaschen und feuchit, 
mit 80°),iger Ameisensiiure schéne Krystalle des Formylhimins. Dersell)c 
an der Luft getrocknete Niederschlag verlor allmihlich seine Aktivitit, | 
er nach einigen Tagen inaktiv wurde; in Pyridin—Chloroform war er weniz 
léslich. 2. mit dem gleichen Volum 2°), iger Natriumacetatlésung auf einma| 
versetzt. Der rasch abgeschiedene, fast amorphe Niederschlag wurde :) 
sofort abfiltriert; «) der feuchte, ungewaschene Niederschlag war in ver- 
diinntem Bicarbonat léslich und gab mit 80°/,iger Ameisensiéure bald schéie 
Krystalle des Formylhiimins; §) dasselbe an der Luft getrocknete Priiparat 
verlor nach etwa 3 Tagen seine Aktivitit, es war jetzt in Bicarbonat all- 
mihlich nur sehr gering léslich, in verdiinntem NaOH langsam loslich, in 
Pyridin-Chloroform gering léslich; y) derselbe auf dem Filter mit kaltem 
Wasser gewaschene Niederschlag verlor allmiihlich seine Léslichkeit in 
Bicarbonat und seine Aktivitéit. Die zum Inaktivieren nétige Zeit war 
bei verschiedenen Priparaten verschieden lang, sie betrug einige Stunden 
bis 20 Tage. Die mit Wasser bis zur negativen Reaktion mit Ag’ gewaschenen 
Priiparate waren in einigen Fallen noch aktiv, in anderen dagegen niclit 
aktiv. Die Priéparate wurden dann weiter entweder mit Alkohol entwiissert 
und dann mit Ather extrahiert oder an der Luft getrocknet und mit Petro!- 
iither oder Chloroform von den Lipoidstoffen befreit. Die trockenen Priiparate 
waren inaktiv (anhydrisiertes Hiimatin). 6) dasselbe Praparat wurde in 
Wasser suspendiert und gekocht. Der abfiltrierte Niederschlag war jetzt 
inaktiv, aber die dazu notwendige Zeit war verschieden lang (1—6 Stunden). 


b) Der Niederschlag wurde erst nach 12—24 Stunden abfiltriert. Der dunkler 


gewordene Niederschlag war, ungewaschen und feucht, in einigen Fallen 
aktiv, in anderen inaktiv. c) nach 64 Stunden abfiltriert. Der ungewaschene, 
feuchte Niederschlag war inaktiv. 


3. Mit 2 Volum Natriumacetatlésung auf einmal versetzt. Der erhalten: 


Niederschlag, weiter wie sub 2 behandelt und gepriift, verhielt sich analog. 


4, mit 1 Volum einer 2°/,igen Natriumoxalatlésung versetzt. Der rascl: 


abgeschiedene Niederschlag, weiter wie derjenige sub 2 behandelt und ge- 
priift, zeigte analoges Verhalten. 


'!) Hamsik, Diese Z. 187, 231 (1930); 176, 173 (1928). 





und 

schla 
Dies 
siiure 
gewe 
zu k 
Fahi, 
etwa 
wenl 
wure 








Uber Additionsvermégen des Hiimatins. 913 


5. mit 1 Volum 2°/,iger Natriumsulfatlésung auf einmal versetzt. Dieser 
Niederschlag, weiter wie sub 2 behandelt und gepriift, behielt linger seine 
Aktivitat. 

6. mit festem Kochsalz und nach Umriihren mit 1 Volum 2°/,iger Koch- 
-alzlésung versetzt. Dieser bald abgeschiedene und abfiltrierte Niederschlag 
sab, ungewaschen und feucht, mit 80°/,iger Ameisensiiure keine Krystalle; 
nachdem er mehrere Tage mit Wasser auf dem Filter gewaschen wurde, 
vil) er jetzt mit Ameisensiure Krystalle. Das anfangs abgeschiedene Chlor- 
hiimin ging durch Waschen ins Hiimatin iiber, aber dieses wurde bei fort- 
vesetztem Waschen wieder inaktiv. Das Himatin war freilich nicht chlorfrei. 

B. Darstellung mit Alkohol. 


1. Darstellung mit oxalsiurehaltigem Athylalkohol. Wenn 
der Auszug, dessen Darstellung nach dem a. a. O.') ungefiihrten Verfahren 
ceschah, allmihlich mit verdiinnter Natriumacetatlésung versetzt wurde, 
konnte auch hier, obwohl schwieriger als mit Acetonauszug, die Abscheidung 
yon Sphiroiden erzielt werden. Wenn derselbe Auszug mit dem gleichen 
\olum verdiinnter Natriumacetatlésung auf einmal vermischt wurde und der 
rasch abgeschiedene Niederschlag auf analoge Weise, wie sub A. 2. beschrieben, 
weiter behandelt und gepriift wurde, konnte beobachtet werden, daB der 
Niederschlag seine Aktivitit etwas linger behielt als der aus Acetonauszug 
uuter sonst gleichen Bedingungen ausgeschiedene Niederschlag. 

2. Darstellung mit methylalkoholischer Kalilauge. Der 
Auszug, der nach dem a. a. O,*) angefiihrten Verfahren bereitet wurde, wurde 
wit Eisessig schwach angesiiuert. 

A. Der Niederschlag wurde abfiltriert und zwar: 

a) bald abfiltriert und weiter «) nicht gewaschen; dieser feuchte 
Niedersechlag war in verdiinntem Bicarbonat léslich und gab mit Eisessig 
und mit 80°/,iger Ameisensiiure Krystalle. Derselbe lufitrockene Nieder- 
schlag war inaktiv; §) mit Methyl- oder mit Athylalkohol gewaschen. 
Dieser feuchte Niederschlag gab mit Eisessig und mit 80°/,iger Ameisen- 
siiure schéne Krystalle. Nach dem Trocknen war er inaktiv; y) mit Wasser 
gewaschen. Dieser Niederschlag verlor bald die Fahigkeit, mit Lisessig 
zi krystallisieren, behielt aber noch lange (83 Wochen oder noch linger) die 
Fihigkeit, mit 80°/,iger Ameisensiure Krystalle, deren Ausléschungswinkel 
etwa 25° betrug, zu geben. Derselbe Niederschlag verlor diese Fihigkeit, 
wenn er in Wasser suspendiert, gekocht oder wenn er an der Luft getrocknet 
wurde. 

b) nach 15 Stunden abfiltriert. Dieser feuchte Niederschlag gab mit 
“)° ,iger Ameisensidure Krystalle und verlor, mit Wasser gewaschen, langsam 
in etwa 12 Tagen) diese Fahigkeit. 

c) nach 64 Stunden abfiltriert. Dieser Niederschlag zeigte fast dasselbe 
Verhalten wie der sub b beschriebene. 

B) Der Niederschlag wurde nicht abfiltriert, sondern die Fliissigkeit 
wurde nach dem Ansiuern mit 2 Teilen Wasser verdiinnt. Der Niederschlag 
wurde dann a) bald abfiltriert. Dieser ungewaschene Niederschlag gab mit 


') Hamsik, Diese Z. 176, 173 (1928); 187, 232 (1930). 
*) Hamsik, Diese Z. 178, 69 (1928); 187, 232 (1930). 
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80°/,iger Ameisensiiure Krystalle und verlor, mit Wasser gewaschen, 4). 
miihlich diese Fiahigkeit, so daB er nach 7 Tagen wenig, nach 12 Tage) 
nicht mehr aktiv war. b) nach 15 Stunden abfiltriert. Dieser Niederschla; 
gab, feucht und nicht gewaschen, mit 80°/,iger Ameisensiiure Krystalle niu; 
zum Teil. c) nach 60 Stunden abfiltriert. Dieser feuchte und nicht ge- 
waschene Niederschlag war nur gering aktiv. | 


IJ. Gereinigtes und reaktiviertes Himatin. 


Das Rohhimatin wurde in Methylalkohol suspendiert, dic 
Suspension wurde mit wenig methylalkoholischer Kalilauge ver. 
setzt, die filtrierte Lésung wurde mit Kisessig oder mit Oxalsiiure 
schwach angesiuert. 

A, Der Niederschlag wurde a) bald abfiltriert und «) mit 
Methyl- oder mit Athylalkohol gewaschen. Der noch feuchie 
Niederschlag war in verdiinntem Bicarbonat léslich und gab mii 
Kisessig und mit 80°/,iger Ameisensaéure schéne Krystalle der 
betreffenden a-Metahimine (Ausléschungswinkel 42°). Der an der 
Luft getrocknete Niederschlag verlor binnen einigen Tagen die 
Aktivitiit. £) Mit Aceton gewaschen. Der abgepreBte, noch feuclite 
Niederschlag war in verdiinntem Bicarbonat léslich. Er wurde 
von oxalsiurehaltigem Aceton leicht gelést. Aus dieser Lisung 
konnte nach dem in dieser Mitteilung beschriebenen Verfahren ty- 
pisch krystallisiertes @-Acetonchlorhimin (Ausléschungswinkel 42” 
erhalten werden. Derselbe feuchte Niederschlag gab mit Eisessig 
und mit 80°/,iger Ameisensiiure Krystalle der betreffenden «-Meta- 
hiimine (Ausléschungswinkel 42°). Er verlor diese Fihigkeit, nach- 
dem er einige Tage an der Luft getrocknet wurde. 7) Mit Wasser 
gewaschen. Dieser feuchte Niederschlag gab mit Eisessig_ niclit 
Krystalle, aber mit 80°/ iger Ameisensiure krystallisierte er nocl, 
nachdem er 3 Wochen oder noch linger mit kaltem Wasser ge- 
waschen wurde. Der Ausléschungswinkel dieser Krystalle betrug 
etwa 25° Derselbe Niederschlag war in verdiinntem Bicarbona' 
desto weniger léslich, je linger er gewaschen wurde. In Wasser 
suspendiert und gekocht, krystallisierte er und verlor seine Aktivitiit. 

B. Die urspriingliche methylalkoholische Lésung wurde nacl 
dem Ansiuern a) vorsichtig mit Wasser bis zur beginnenden Opales- 
cenz versetzt. Es schied sich allmiihlich ein aus Sphiroiden bestehen. 
der Absatz aus. Dieser nach einigen Stunden abfiltrierte feuchte 
Niederschlag gab mit 80°/,iger Ameisensiiure Krystalle. Nac 
dem Trocknen war er inaktiv. b) mit 2 Volum Wasser auf einma! 
versetzt, wodurch der Farbstoff fast vollstiindig niedergeschlagen 
wurde. Der Niederschlag wurde «) bald abfiltriert. Der feuchte 
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Niederschlag gab mit 80°),iger Ameisensiiure Krystalle und ver- 
lor diese Fabigkeit, nachdem er 10 Tage mit Wasser gewaschen 
wurde. #) Nach 24 Stunden abfiltriert. Dieser feuchte und nicht 
cewaschene Niederschlag war nur gering aktiv. y) Nach 48 Stunden 
abfiltriert. Dieser feuchte und nicht gewaschene Niederschlag war 
schon inaktiv. 








Kupplung des Hamatins mit Aceton und Alkohol. 


A. Farben-und Spektrendifferenzen der wibrigen, 
acetonischen und alkoholischen alkalischen Lésungen. 






Pulverisiertes «@-Acetonchlorhamin wurde in verdiinnter Soda- 
lisung gelést. Pulverisiertes c-Himatin wurde in verdiinnter wiib- 
riger Kalilauge gelést. Die filtrierten Lésungen wurden mit 
Wasser entsprechend verdiinnt. Diese Lésungen wurden nun weiter 
mit 2 Teilen 1. Wasser, 2. Aceton, 3. Methylalkohol, 4. Athyl- 
alkohol vermischt. Die 1. Lésung zeigte griinbraunrote Farbe 
und schwaches Spektrum des alkalischen Hiimatins, die 2. Lésung 
hatte — im Vergleich mit der 1. Lésung — einen deutlich griineren 
Farbenton, stirkere und breitere Streifen beiderseits der Linie D, 
die 5. und 4. Lésung hatte — im Vergleich mit den beiden ersteren 
Lisungen — einen roten Farbenton; ihr Streifen bei D war stiirker 
und breiter als derjenige der 1. Lésung, aber nicht so breit wie 
derjenige der acetonischen Lésung. 

Jede Lésung wurde weiter mit Stokesschem Reagens und 
zwar mit gleicher Menge desselben versetzt. Das Reagens eut- 
hielt mehr Ammoniak, damit es in acetonischer und alkoholischer 
Lisung nicht Triibung verursachte. Die 1. Lésung zeigte nun griin- 
rote Farbe und schwaches Spektrum des reduzierten Hiimatins, 
eventl. auch angedeuteten ersten Streifen des Ammoniumhimo- 
chromogens, wihrend die 2., 3. und 4. Lésung rosarote Farbe 
und starkes zweistreifiges Spektrum des Aceton-, Methanole, 
Athanol-Haimochromogens hatte. 






















B, Farben- undSpektrendifferenzen der acetonischenund 
alkoholischen sauren Loésungen. 


a) Frisches, mit Aceton oder mit Alkohol bereitetes _,, Blut- 
pulver“, b) getrocknetes, mit Aceton bereitetes ,Oxyhimoglobin“, 
c) trockenes, pulverisiertes «-Hiimatin wurden mit oxalsiurehaltigem 
Aceton, Methylalkohol, Athylalkohol ausgezogen. Die Extraktion 
ging bei a) leicht, bei b) schwieriger, bei c) am schwierigsten vor 
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sich. Bei b) und c) wurden die stirksten Ausziige mit Methy). 
alkohol, die schwachsten mit Aceton erzielt. Die filtrierten Aus. 
ziige wurden mit dem entsprechenden Lésungsmittel so weit ver. 
diinnt, bis alle annihernd gleich stark gefairbt waren. Es konntey 
nun folgende Unterschiede beobachtet werden: Die acetonischey 
Lésungen zeigten einen roten Farbenton und rotwirts verschobene 
Streifen gegeniiber den alkoholischen Lésungen, deren Farbenton 
mehr braun war und deren Streifen mehr violettwirts lagen. 


C. Farben- und Spektrumwechsel bei dem Kathamoglobin, 

Kine verdiinnte Liésung von nativem Oxyhimoglobin wurie 
mit festem Kochsalz und dann portionsweise unter Umschiittel: 
mit 1. Athylalkohol, 2. mit Aceton versetzt, bis die Farbe uid 
das Spektrum denjenigen des [athimoglobins entsprachen. Nun 
wurde die Lésung erwiirmt, bis die Farbe griinbraun geworden 
ist. Die acetonische Lésung zeigte nun das dem alkalischen 
Acetonhimatin, die alkoholische Lisung das dem Alkoholhimatin 
entsprechende Spektrum: die Spektren unterschieden sich von- 
einander und von dem der wiifrigen alkalischen Himatinlésung. 
Nach dem Erkalten kehrte die Farbe und das Spektrum des 
i\athimoglobins zuriick. 


Kupplung des Hamatins mit Globin. 


Zu den Versuchen wurde rohes, nach dem a.a. 0.1) beschric- 
benen Verfahren dargestelltes ,saures* Globin verwendet. Die 
Priiparate bestanden also aus einem Gemisch von kupplungs- 
fihigem und kupplungsunfihigem Globin. Die Ausbeute an dem 
ersteren hiingt von der Temperatur und von der Kinwirkungsdaucr 
des Acetons ab; bei niedriger Temperatur und bei kurzdauernder 
Kinwirkung des Acetons wurde kupplungsfaihiges Globin in besserer 
Ausbeute erhalten als wenn bei Zimmertemperatur gearbeitet 
wurde und wenn linger dauernde und wiederholte Extraktionen 
zwecks Erzielung farbloser Priparate gemacht wurden. Es gelingt bei 
Verarbeiten kleiner Mengen Blut durch eine einzige etwa !/, Stunde 
dauernde Extraktion mit geniigender Menge oxalsiurehaltigen 
Acetons, Nachspiilen mit Aceton und scharfes Abpressen ein fast 
farbloses Priiparat zu erhalten, so daB eine zweite Extraktion 
und nachtriigliches Ausziehen mit Ather weggelassen werde: 
kénnen. Bei Verarbeiten von gréBeren Mengen Blut wird dure! 





1) Hamsik, Diese Z. 187, 239 (1930). 
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slche einzige Extraktion mit Nachspiilen zuletzt cin noch mit 
etwas Farbstoff verunreinigtes Priiparat erhalten. Wenn aber 
soiches vollkommen trockenes Pulver mit Wasser etwa 1—2 Stunden 
verrieben und die filtrierte Lésung mit verdiinntem Ammoniak neu- 
tralisiert wurde, war die durch Filtration abgetrennte Lisung fast 
farblos, da der Niederschlag den Farbstoff mitnahm. Die Lésung 
enthielt kupplungsfahiges Globin, aber auch der Niederschlag hat 
einen Teil desselben mitgerissen. Bei den an kupplungsfihigem 
Globin armen Priparaten, die durch verlingerte und wiederholte 
ixtraktion bei Zimmertemperatur erhalten wurden, wurde _ be- 
ohachtet, daB die Rohlésungen deutliche Kupplungsreaktionen zu 
Methimoglobin, Fluormethimoglobin, Himoglobin und Oxyhiimo- 
clobin gaben, wahrend dieselben mit Ammoniak neutralisierten 
und von dem entstandenen Niederschlag abtiltrierten, gereinigten 
Lisungen kupplungsunfihig erschienen, da der mit verdiinntem 
Ammoniak hervorgerufene Niederschlag das kupplungsfihige (¢lobin 
cribtenteils mitgerissen hat. Das Paraglobin wird bei Gegenwart 
von kupplungsfihigem Globin besser gelist. Wenn die saure rohe 
Globinlésung mit verdiinntem Ammoniak neutralisiert wurde, 
konnte der entstandene Niederschlag durch weiteres Ammoniak 
ziemlich leicht gelést werden. Wenn aber derselbe Niederschlag 
altiltriert und mit Wasser abgewaschen wurde, war er jetzt in 
verdimntem Ammoniak sehr schwer léslich. Bei Gegenwart von 
Hiimatin war der bei Neutralisieren der sauren rohen Globin- 
lisung hervorgerufene Niederschlag in weiterem Ammoniak noch 
besser als ohne Pigment léslich.’) 


Globinpriiparate, welche nach etwa einem halben Jahr ge- 
priift wurden, behielten ihre Kupplungsfihigkeit. Ein zu Demon- 
strationszwecken kupplungsfihiges Priiparat wird auch erhalten, 
wenn defibriniertes Ochsenblut mit Aceton oder mit Alkohol ge- 
fillt (dabei wird eine Gasentwickelung beobachtet) und das ab- 
gepreBte und zerriebene frische Koagulum mit geniigender Menge 
etwa 3 Liter auf 1 Liter Blut) oxalsiiurehaltigen Acetons oder 
Alkohols unter Zerreiben auf einer Reibschale ausgezogen, koliert, 
mit Aceton oder Alkohol nachgewaschen, scharf abgepreBt, zer- 
ricben und an der Luft getrocknet wird. Anstatt oxalsiurehaltigen 
Acetons konnte auch weinsiiurehaltiges Aceton verwendet werden, 
aver die Extraktion mit Oxalsiure war besser. Das erhaltene 


') Vgl. Holdenu. Freemann, Ref. Chem. Zentralblatt Jg. 100, Bd. I, 
S. 660 (1929). 
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Pulver war in Wasser weniger léslich als das aus reiner Oxy- 
himoglobinlisung erhaltene, da es auch andere BluteiweiBstoff: 
enthielt. 

Um Kupplungsfihigkeit verschiedener Hiimin- und Himatin- 
priiparate annihernd vergleichen zu kénnen, wurden je 5 cem 
derselben ,sauren“ Globinlésung (diese wurde so bereitet, daB das 
,saure* Globinpulver mit Wasser in einer Reibschale angeriebey 
und die Fliissigkeit nach 1—2 Stunden klar filtriert wurde) mit 
je 1—2 cem einer annihernd gleich stark konz. Farbstofflisung 
in sehr verdiinnter Soda oder NaOQH-Lésung vermischt und dann 
mit verdiinntem Ammoniak, bis Lésung eintrat, versetzt. Dann 
wurde der Farbton und das Spektrum der Kupplungsprodukte 
notiert. Eine andere Reihe von denselben Proben wurde nun mit 
etwa gleicher Menge der Stokesschen bzw. der Ammoniumsultid- 
losung versetzt und die Farbe und das Spektrum der Reduktions- 
produkte bestimmt. Zuletzt wurden die Reagenzgliser geschiittel: 
und die Farbe und das Spektrum der Oxydationsprodukte be- 
urteilt, 

Die den nativen Blutfarbstoffverbindungen am meisten ent- 
sprechenden Farben und die stiarksten und klaren Spektra wurde: 
bei Verwendung von frisch geléstein «-Acetonchlorhimin in Sod: 
erhalten. Je griéBer die Verinderung des Himatins war, des: 
deutlicher trat der braune bzw. griinbraune Ton des ungekoppelte: 
Hiimatins hervor und desto undeutlicher waren die Spektra d:; 
Methimoglobins, Himoglobins und Oxyhamoglobins. 


Versuche iiber Kupplung des reduzierten Hamatins und des 
Hamochromogens mit dem Globin. 

Frische sodaalkalische Lésung von Acetonchlorhimin wurde 
wenig Ammoniumsulfid versetzt. Die Farbe wurde mehr rot, der Streiivs 
zwischen C und D versehwand und zwischen D und E wurde ein breit«r 
Schatten beobachtet. Nun wurde zu dieser Lésung die Globinlésung, 
event. auch mit ein wenig Ammoniumsulfid versetzt worden war, zugege! 
Die Losung zeigte zuerst die 2 verstiirkten Streifen des Methimoglobin: 
zwischen D und E, spiiter aber wurde die Farbe und das Spektruin 
Himoglobins und nach Durchschiitteln mit Luft die Farbe und das Spektru 
des Oxyhiimoglobins beobachtet. 

2. Anders verliefen die Versuche mit Hydrazinhydrat. Die sodaalkalise 
von Acetonchlorhimin wurde mit 1—2 Tropfen ciner verdiinntes 
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H{yvdrazinhydratlésung versetzt. Die kirschrote Lésung mit reinem Hi 

ehromogenspektrum wurde nun mit der Globinlésung vermischt. Die Far 
ind das Spektrum des Haisnochromogens blieben bestehen. Nach Dure'! 
‘hiitteln mit Luft hatte die Lésung die griinbraune Farbe und undeutlic: 


H imatinspektrum. 
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3. Die frische sodaalkalische Lésung von Acetonchlorhimin wurde 1); 
Ammoniumsulfid oder mit Hydrazinhydrat versetzt und die reduzierte Lisuny 
wurde mit verdiinnter Essigsiure angesiuert. Der bald abfiltrierte und 1}; 
Wasser abgewaschene Niederschlag wurde sogleich in verdiinnter Soda g,. 
list. Die Lisung gab mit der Globinlésung das Methimoglobin, das in d,, 
Hiimoglobin und Oxyhimoglobin iiberfiihrt werden konnte. Der Farbsto3 
verlor also nicht durch die Reduktion zu reduziertem Hiimatin bzw. Hiimo. 
chromogen und durch die darauffolgende Oxydation zu Himatin seine Kup». 
lungsfihigkeit fiir das Globin. Die Reduktion konnte auch mit Natrium. 
hydrosulfit ausgefiithrt werden. 
















Kupplung des Pyridinhamatins mit Globin. 


Trockenes pulverisiertes Acetonchlorhimin wurde in Pyridin geljs:: 
das Pyridin war mit Wasser so weit verdiinnt, daB es das Chlorhiimin gut 
léste (1 Volum Pyridin, 3 Volum Wasser). Von einem mit zu viel Wasser 
verdiinntem Pyridin wird das Chlorhimin schlecht geldst. Die filtrierte 
Lésung schied allmihlich einen krystallisierten Absatz, der noch nicht unter. 
sucht werden konnte. Die frische Loésung zeigte die dem Pyridinhimatin 
entsprechende Farbe und Spektrum. Nach Zusatz von Ammoniak bekan 
sie griinbraune Farbe und das dem alkalischen Himatin entsprechende 
Spektrum. 

Die frische Lésung von Pyridinhimatin wurde zu der sauren Globin. 
lésung zugegeben und der entstandene Niederschlag wurde mit verdiinntem 
Ammoniak gelést. Die Lésung zeigte jetzt ein dem Methimoglobin selr 
iihnliches Spektrum, dem auch die Farbe entsprach. Nach Zusatz yon 
Stokesscher Lésung wurde die Farbe purpurrot und es konnte ein starkes 
Pyridinhimochromogenspektrum nebst Schatten des Hiimoglobins beobachtet 
werden. Nach Durchschiitteln mit Luft wurde die Farbe hellrot und die 
Lésung zeigte ein dem Oxyhimoglobin entsprechendes Spektrum, das aber 
etwas verdunkelt war. Wenn die Lésung mit neuem Reduktionsmitte! \er- 
setzt wurde, kehrte das Pyridinhiimochromogenspektrum zuriick, um nach 
Durchschiitteln mit Luft jenem des Oxyhiimoglobins, das aber (von Pyridin- 
hiimatin?) verdunkelt war, Platz zu machen. 

Wenn jedoch das Pyridin im UberschuB war, also wenn die Pyridin- 
himatinlésung mit der Globinlésung vermischt und nach Aufklarung mit 
Ammoniak mit neuem Pyridin versetzt wurde, bekam die Lésung eine griin- 
braune Farbe und zeigte ein schwaches Spektrum, das 3 undeutliche Strvifen 
aufwies. Nach Zusatz von einem Keduktionsmittel wurde die Farbe un‘ 
das Spektrum des Pyridinhiimochromogens erhalten, aber nach dem Durch: 
schiitteln mit Luft wurde nicht die Farbe und das Spektrum des Oxyhimo- 
globins beobachtet, sondern es kehrte die griine Farbe und das schwache. 
undeutliche Spektrum zuriick. Beim Uberschu8 von Pyridin konnte also 
das Globin nicht komplex gebunden werden. 





























Kupplung des Cyanhamatins mit Globin. 


Pulverisiertes Acetonchlorhiimin wird von einer verdiinnten KCN-Lés1nz 


langsam bis zu einer ziemlich konz. Lésung gelést. Diese verdiinnte Losunz 


verlor nicht nach Zusatz von Ammoniak oder von Pyridin im Ubersehu! 


ihre Farbe und ihr Spektrum. Dieselbe, mit KOH versetzte Cyanhimatin- 
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jjsung zeigte pach einer Weile den griinbraunen Ton und das Spektrum 
des alkalischen Hamatins. Dieselbe Cyanhiimatinlésung wurde durch Zu- 
catz von NaOH niedergeschlagen; der allmihlich abgeschiedene Absatz war 
zun Teil krystallisiert. 

Wenn die verdiinnte Cyanhimatinlésung mit der sauren Globinlésung 
yermischt wurde, wurde die Farbe brauner und das Spektrum zeigte einen 
Streifen zwischen C und D und eine undeutlich abgetrennte Verdunklung 
zwischen D und E. Diese Lésung, mit Ammoniak schwach alkalisiert, be- 
kam mehr rote Farbe und im Spektrum verschwand der Streifen zwischen 
( und D, und die zwischen D und E liegende Verdunklung wurde deut- 
licher in zwei Streifen getrennt. Dieselbe Veriinderung konnte auch durch 
Zusatz von Cyankalium erzielt werden. Wenn nun Natriumsulfidlésung zu- 
gesetat wurde, bekam die Lésung einen karminroten Farbenton, die 2 Streifen 
zwischen D nnd E wurden voriibergehend verstiirkt, wie dies bei dem 
Methiimoglobin der Fall ist, spiter zeigte die wenig KCN enthaltende Lisung 
» [iimochromogenstreifen und einen deutlichen Schatten von Himoglobin. 
Die mit mehr KCN versetzte Lésung zeigte stirkere Cyanhimochromogen- 
streifen und nur einen schwachen Schatten von Hiimoglobin. Nach Durch- 
schiitteln mit Luft wurde die Farbe hellrot, die beiden Lésungen zeigten 
Oxyhiimoglobinspektrum, das aber etwas verdunkelt war. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die Meinung ausgesprochen und zu begriinden ver- 
sucht, daB das ,,aktive* Haimatin analog wie die ,,z-Metahimine ‘ 
Aceton oder Alkohol komplex gebunden enthilt. Dieses «-Meta- 
hiimatin wird nach Verlust der addierten Substanz anhydrisiert 
und inaktiviert. 

2. Es wird die Meinung ausgesprochen, daB das Aceton und 
der Alkohol a) den Sauerstoff aus dem Oxyhimoglobin verdriingen 
kiénnen, wodurch die Methimoglobinbildung eingeleitet wird; b) das 
native Globin zu Paraglobin verindern kénnen, wodurch das 
Kathimoglobin entsteht; c) des Paraglobin aus dem Komplex ver- 
dringen kénnen, wodurch das Aceton- und Alkohol-Hiimatin ge- 
bildet wird. 

3. Die Darstellung und die Eigenschaften der «-Metahiimine, 
der #-Hiimine und der w-Hiimine werden beschrieben. 

4. Das Inaktivieren des aktiven Himatins wird unter ver- 
schiedenen Bedingungen verfolgt. 

5. Es werden orientierende Versuche iiber die Kupplung des 
Globins mit verschiedenen Himatinpriiparaten und zwar auch bei 
Gegenwart von Pyridin und Cyankali, beschrieben. 
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Uber die Struktur einfacher Nucleinsiuren. 
Von 
Erné Annau. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1930.) 


Die bisher bekannten Nucleinsaiuren unterscheiden sich auber 
durch ihren verschiedenen Gehalt an N-haltigen Kérpern durch 
die an ihrem Aufbau beteiligten Kohlehydrate. Die Thymonuclein- 
siiure, die hauptsichlich in den Kernen der Zellen der Thymus- 
driise und in den reifen Fischspermien vorkommt, aber wohl in 
allen tierischen Zellkernen vorhanden ist, liefert bei der Spaltung 
mit Schwefelsiure Ameisensiure und Livulinsiiure, zwei fiir eine 
Hexose charakteristische Spaltprodukte, dagegen ergeben die ein- 
fachen Nucleinsiuren und die Hefenucleinsiiure beim Sieden mit 
Siiuren reichliche Mengen von Furfurol, ein Beweis, daBb_ hier 
dem Molekiil eine Pentose eingefiigt ist. 

Wihrend nun aber einfache Nucleinsiuren als Bestandteile 
sowohl des Tier- wie des Pflanzenkérpers aufgefunden worden 
sind, ist bisher das Vorkommen yon hexosehaltigen Nucleinsiuren 
(Typus Thymonucleinsiure) nur in tierischen Organen festgestellt 
worden. 

Von den einfachen Nucleinsiuren sind am langsten die Inosin- 
siure und die Guanylsiure bekannt, die beide zuerst im Tier- 
kérper und erst sehr viel spiter als Bestandteile bzw. als Derivate 
der Hefenucleinsiure aufgefunden worden sind. 

Durch die Untersuchungen Embdens ist die alte Vermutung, 
daB die Inosinsiure des Muskelextraktes ein Desaminierungsprodukt 
einer Adenylsaure sei, endgiiltig bestitigt worden; bei der weiteren 
Verfolgung der Kigenschaften und des Verhaltens der aus Muskels 
gewonnenen Adenylsiure sind Embden}) und seine Schiiler zu 


1) Schmidt, Diese Z. 179, 243 (1928); Diese Z. 181, 130 (1929). 
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der Ansicht gekommen, daB die aus tierischem Material erhaltene 
Adenylsiure (im folgenden kurz als ¢-Adenylsiure bezeichnet) 
charakteristische Unterschiede gegeniiber der aus Hefe erhaltenen 
die als A-Adenylsiure bezeichnet sei) besitze. 

Die Unterschiede sind sowoh! chemisch wie biologisch nach- 
weisbar. Es bestehen Differenzen im Schmelzpunkt, im Drehungs- 
vermégen, in der Geschwindigkeit der Siurehydrolyse und endlich 
kann wohl durch Nitrit die ¢-Adenylsiure zur Inosinsiure des- 
amidiert werden, nicht aber die h-Adenylsiiure. Die biologischen 
Unterschiede bestehen darin, daB unter den gleichen Bedingungen 
Froschmuskeln wohl die ¢-Adenylsiiure, aber nickt die /-Adenyl- 
siiure angreifen. Von M. Buell?) ist diese letztere Erscheinung 
noch genauer dahin umschrieben worden, da8 die quergestreiften 
Muskein von Rind und Schwein die A-Adenylsiure vollkommen 
zu Inosinsiure desamidieren kénnen, diejenigen von Mensch und 
Kaninchen unvollkommen und diejenigen der Ratte iiberhaupt nicht. 

Dieses verschiedene Verhalten der beiden Adenylsiuren hat 
nach der tibereinstimmenden Ansicht aller Untersucher darin seinen 
Grund, daB die Phosphorsiure im Molekiil der Nucleinsiuren an 
verschiedene Jxohlenstoffatome der Pentose gekniipft ist, ein 
anderer Grund kann nach unserer bisherigep Auffassung des 
Nucleinsiuremolekiils auch gar nicht in Frage kommen. 

Die Verschiedenheit der beiden Adenylsiuren muB um so 
auffallender erscheinen, als bei den entsprechenden Guanylsiuren 
ein solches Verhalten iidior nicht beobachtet ist; im Gegenteil, 
die bisherigen Beobachter haben simtlich die véllige Identitiit 
der beiden Substanzen festgestellt. So berichtet G. Read?) iiber 
die Ubereinstimmung der Salze der aus Schweinepankreas und 
aus Hefe hergestellten Guanylsiiuren. So meinen Jones und 
Perkins’), daB man zwischen den aus tierischen Organen und 
den aus Hefe gewonnenen Nucleinsduren keine so sebieate (srenze 
ziehen kann. Es bestand aber doch immerhin noch die Méglich- 
keit, daB man bisher feinere Unterschiede im Bau auch dieser 
Nucleinsiuren iibersehen hitte und so habe ich an diesem ver- 
hiltnismaBig leicht zuginglichen Material noch einmal die Frage 
nach der Identitat der beiden Guanylsiuren untersucht. 

Die Guanylsiiure, sowohl die ¢-Guanylsiure wie die h-Guanyl- 


') J. of biol. Chem. 85, 435 (1929). 
*) J. of biol. Chem. 31, 47 (1917). 
) J. of biol. Chem. 62, 291 (1924). 
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siiure, bildet gut krystallisierende tertiire Natriumsalze, die leicht 
durch Umkrystallisieren gereinigt werden kénnen. 

Die ¢-Guanylsiure wurde, wie iiblich, aus dem Pankreas. 
proteid nach Hammarsten gemiiB der Vorschrift von H.Steude!|: 
hergestellt. 12 g Proteid wurden mit 2°/,iger Natronlauge eine 
halbe Stunde im siedenden Wasserbade gehalten, mit Essigsiiure 
neutralisiert, filtriert, schwach angesiuert und bis zum nichsten 
Tage beiseite gestellt. Dann wurde der reichliche Bodensatz 
abzentrifugiert und aus heiBem Wasser umgefillt. Aus der nun- 
mehrigen Fallung haben wir sodann das krystallinische tertiire 
Natriumsalz gewonnen. 

Das tertiire Natriumsalz der A-Guanylsiiure wurde nach der 
Vorschrift von H. Steudel und E, Peiser?) hergestellt. 

Die beiden Siiuren krystallisierten in genau der gleichen 
Krystallform, die so charakteristisch ist, daB sich eine weitere Be- 
schreibung eriibrigt. 

Wir haben sodann das Drehungsvermégen der beiden Siuren 
noch eimal genauer untersucht. Hier muBte sich am ehesten eine 
Verkettung der Phosphorsiiure mit verschiedenen Kohlenstoffatomen 
manifestieren. Alle bisherigen Untersucher haben wohl Be- 
stimmungen der optischen Aktivitat gemacht, aber die beiden 
Substanzen sind nicht unter vollig gleichen Bedingungen unter- 
sucht. So findet man die allerverschiedensten Angaben iiber das 
Drehungsvermégen der beiden Guanylsiuren, die aber leider niciit 
unter sich vergleichbar sind. 

Einen zweiten Anhaltspunkt iiber die Struktur der beiden 
Guanylsiiuren muBte die Hydrolysengeschwindigkeit unter gleichen 
Bedingungen geben. Auch diesen ProzeB haben wir an der 
Anderung der optischen Aktivitit der Lésungen verfolgt. 

Fiir unsere Versuche waren die tertiiren Natriumsalze aiclit 
gut brauchbar; es haftet ihnen immer eine wechselnde Menge 
Carbonat an, das sich wahrscheinlich bei lingerem Stehen der 
alkalischen Lésungen an der Luft bildet. Eine Entfernung dieses 
stérenden Carbonates war nicht leicht. Auch nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren gelang uns dies nicht vollstindig, da durch 
Alkohol immer wieder Carbonat mitgerissen wurde, besonders dann, 
wenn die Liésung zwecks Erzielung schéner Krystalle lingere Zct 
beiseite gestellt wurde. Wir haben also aus dem tertiiiren Salz 



































!) Diese Z. 53, 539 (1907). 
®) Diese Z. 114, 201 (1921). 
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fiir unsere Zwecke das sekundire oder neutrale Natriumsalz mittels 
Neutralisation mit Kssigsiure und darauf folgende Fiallung mit 
Alkohol hergestellt. Dieses neutrale Salz wurde dann noch mehr- 
fach mit Alkohol umgefallt. 

Fir die Drehungsbestimmungen ist es erforderlich, daB die 
Lisungen eine angemessene Konzentration haben, denn der Betrag 
der Drehung ist nur gering. Wir benutzten eine ungefihr 3°/, 
Lisung; den Neutralpunkt wihlten wir auf Phenolphthalein, weil 
das Arbeiten damit technisch leichter war. Vom scharfen Neutral- 
punkt wichen wir damit natiirlich etwas gegen die alkalische 
Seite ab. 

In einigen Fallen gingen wir auch von dem méglichst gut 
sereinigten tertiiren Salz aus, indem wir es nach dem Auflésen 
in Wasser entweder mit verdiinnter Salzsiure oder Essigsiiure 
ueutralisierten. In konzentrierter Lisung scheidet sich das sekun- 
dire Natriumsalz immer bald aus, aber durch ganz gelindes Er- 
wirmen gelingt es leicht es wieder in Lésung zu bringen. Die 
Lisungen kann man abkiihlen und dann polarisieren, ehe das 
Salz wieder ausfiallt. 


Spezifische Drehung der ¢-Guanylsiure in auf Phenolphthalein 
neutraler Lésung. 


1,33 g sekundires Salz wurde in 47,5 ccm destilliertem Wasser gelést. 
\Phenolphthalein neutral) dies ist eine 2,8°/,ige Lésung. « = — 0,650; Rohr- 
linge: 10 em. [a9?] = — 2,32. 


Spezifische Drehung der h-Guanylsadure in auf Phenolphthalein 
neutraler Lésung. 


1 g tertitires Salz wurde in 25 ccm destilliertem Wasser gelést, neutra- 
lisiert; dies entspricht 0,948 g sekundiren Salzes (Lésung: 3,8°/,) « = — 0,920; 
Rohrliinge: 10 em, (@37] = — 2,42. 

Da sich aus den Drehungsbestimmungen kein Unterschied 
zwischen den beiden guanvlsauren Salzen ergibt, so mu8 man auf 
eine gleiche Konfiguration des Molekiils der beiden Substanzen 
schlieBen. Um diesen Schlu8 aber noch biindiger zu machen, 
haben wir endlich noch die Hydrolysengeschwindigkeit der beiden 
(cuanylsfuren miteinander verglichen. 


Versuche mit ¢-Guanylsaure. 


1,33 g sekundires Salz wurden in 47.5 ccm Wasser auf 
Phenolphthalein neutral gelést (Lésung 2,8°/,) und dann die Drehung 
bestimmt. Nun wurde die klare Lisung mit 1 ccm konz. Salz- 
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siiure versetzt und 10 Minuten lang am Drahtnetz unter dem 
tiickfluBkiihler gekocht. Jetzt wurden 15 ccm entnommen, sogleich 
mit einer gemessenen Menge 33°/, Natronlauge schwach alkalisch 
gemacht und schnell abgekiihlt. Die Lauge wurde aus einer 
Birette zuflieBen gelassen und es wurde stets dieselbe Menge ver- 
braucht. Bei der Abstumpfung der Aciditat fiel das Guanin als 
leicht gelb gefarbter, ziemlich leicht sich absetzender Niederschlag 
aus. Die weiteren Proben von 15 ccm wurden nun nicht nach 
weiteren 10, sondern nach je fiinf Minuten entnommen. Sie wurden 
gleichfalls, wie eben beschrieben, behandelt. Nach einstiindigem 
Stehen wurden die Lisungen mit verdiinnter Salzsiure genau 
neutralisiert, durch ein diinnwandiges Filter filtriert und die klaren 
Filtrate wurden dann polarisiert. Die Werte der Drehung sind 
hier wiedergegeben; sie wurden ferner in ein Koordinatnetz 


elngetragen. 


ayy) 
OY 


( 
h 


= t-Guanylsiure, ---- = 4-Guanylsdure. 


Versuche mit /-Guanylsaure. 


Die Hydrolysenversuche mit /-G:uanylsiure verliefen genau so 
wie die mit der ¢-Guanylsiiure, nur daB hier die Konzentration 
des Salzes etwas gréBer war. Es wurde niimlich 1,51 g sekun- 
diires Salz in 50 cem Wasser gelést (Lisung 3,02°%/,). Dem- 
entsprechend zeigt auch die Drehung einen etwas héheren Wert, 
der aber vollkommen mit den Werten, die an der ¢-Guanylsiure 
gewonnen sind, parallel liiuft. Die daraus berechneten Drehungs- 
verminderungen stimmen gut iiberein. In diesen Versuchen ist 
die Hydrolyse nicht bis zum Nullpunkt der Drehung verfolst, 
indessen nimmt die Drehung bei beiden Siiuren ganz gleichmiibig 
bis zum volligen Verschwinden ab. Die Abnahme der Drehung 
der A-Guanylsiure ist nach 20 Minuten etwas gréBer als die der 
t-Guanylsiiure, aber das halten wir fiir einen Versuchsfehler, wie 
er nicht immer zu vermeiden ist. 
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werte der Hydrolysengeschwindigkeit bzw. der Abnahme des 
Drehungsvermogens. 





o« in 0 Min. | @ nach 10 Min.| «@ nach 15 Min. | « nach 20 Min. 


der t-Guanyl- 


siiure 0,650 0,400 0,315 0,246 
derh-Guanyl- 
siiure 0,730 0,476 0,381 0,236 














Zusammenfassend kann man aus diesen Versuchen also den 
SchluB ziehen, daB die aus Hefe und aus Pankreas dargestellten 
cuanylsauren Salze bzw. die freien Siuren untereinander vollig 
gleich sind. Ihre tertiiren Natriumsalze haben die gleiche Krystall- 
form, die spezifische Drehung der sekundiren Natriumsalze ist 
die gleiche und endlich ist die Hydrolysengeschwindigkeit der 
beiden Siuren, gemessen an der Abnahme der optischen Aktivitiit, 
die gleiche. 

Hilt man dieses Resultat zusammen mit den an den beiden 
Adenylsiiuren gemachten Beobachtungen, so miissen einem doch 
vielleicht Bedenken kommen, ob die bisher erarbeiteten Resultate 
hier wirklich geniigen, um eine zweifelsfreie Verschiedenheit der 
beiden Saéuren zu begriinden. Gewib wiegen die chemischen 
analytischen Daten schwer; was aber die biologischen Verschieden- 
heiten anbetrifft, so sind gerade hier sehr leicht Tauschungen még- 
lich, weil unkontrollierbare Kinfliisse die Wirksamkeit der des- 
amidierenden Fermente beeintriichtigen kénnen. In dieser Beziehung 
sind besonders die Versuche von M. Buell auffallend, die aber 
anderseits vielleicht geeignet sind aufzukliren, warum man gerade 
bei Extrakten aus Rindermuskeln bisher immer Inosinsiure, Adeny1- 
siure aber aus Extrakten von Frosch- und Kaninchenmuskeln er- 
halten hat. 














Co-Zymasegehalt verschiedener tierischer Gewebe. 
Von 
Ernst Sym, Ragnar Nilsson und Hans y. Euler. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juni 1930.) 


Schon im Jahre 1918 wurde von Meyerhof?) eine ziemlich 
ausgedehnte Untersuchung iiber das Vorkommen der Co-Zymase 
in verschiedenen tierischen Organen gemacht. Er ist damals zu 
dem Ergebnis gekommen, dab die Co-Zymase wahrscheinlich in 
allen tierischen Organen vorkommt. Die Verfeinerung der Methodik 
der Co-Zymasepriifung hat es spiter erméglicht, den Co-Zymase- 
gehalt der verschiedenen Organe quantitativ zu vergleichen. In 
einer diesbeziiglichen Arbeit aus dem Jahre 1927 von Euler 
und Runehjelm?) wurde das Problem angegriffen, ob die o- 
Zymase in Analogie zu den Hormonen in einem gewissen Organ 
des Kérpers gebildet wird. Fiir eine solche Annahme hat die 
genannte Untersuchung keine Anhaltspunkte ergeben. Viel- 
mehr hat die Co-Zymase im Ko6rper eine derartige Verbreitung, 
daB die Annahme, die Co-Zymase sei ein allgemeiner Bestandteil 
der Zellen, in welchen ein Kohlehydratumsatz stattfindet, be- 
rechtigt zu sein scheint. Man hat nimlich die Co-Zymase niclit 
nur in den Organen und Geweben des tierischen Kérpers ge- 
funden, sondern auch fast durchgehends im Pflanzenreich und 
zwar sowohl bei den Bakterien und niederen Pilzen als in den 
verschiedenen Organen hodherer Pilanzen. Die Vermutung liezt 
nahe, daB die Co-Zymase in denjenigen Organen und Geweben 
in grOBter Menge enthalten ist, in welchen der Zuckerabbau 
am stiirksten ist. Dies stimmt mit dem bekannten Befund iiber- 


1) Diese Z. 102, 1 (1918). 
’) Diese Z. 165, 306 (1927). 
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ein, daB der arbeitende Muskel, in welchem ein sehr lebhafter 
Zuckerumsatz stattfindet, am meisten Co-Zymase enthiilt, nimlich 
per Trockengewicht beinahe ebenso viel wie die Hefe. 

Es wire offenbar von Interesse, eine Beziehung festzustellen 
zwischen dem Co-Zymasegehalt der verschiedenen Organe und der 
Grobe des Kohlenhydratabbaues; es li&t sich aber kaum ver- 
muten, daB eine Parallelitiit ohne weiteres deutlich zutage tritt. 
Selbst wenn man nur diejenigen Reaktionen in Betracht zieht, 
an welchen die Co-Zymase beteiligt ist, so ergibt sich ja eine 
Parallelitat zwischen UmsatzgréBe und Co-Zymasegehalt nur dann, 
wenn der Enzymkomplex bzw. das Enzym, zu welchem die Co- 
Zymase gehért, immer im Uberschu8 vorhanden ist, so daB die 
Konzentration des Co-Enzyms die geschwindigkeitsbestimmende 
GréBe wird. Immerhin war die Méglichkeit gegeben, daB sich 
zwischen Co-Zymasegehalt und glykolytischer Wirksamkeit unter 
vergleichbaren Umstiinden gewisse Beziehungen ergeben wiirden. 

Durch die Arbeiten von Euler und Myrbiack ist festgestellt, 
dab die Co-Zymase an einer Teilreaktion des Zuckerabbaues be- 
teiligt ist, welche den Charakter einer Oxydoreduktion hat, und 
welche eine Mutation in energieirmere und energiereichere, zu 
Synthesen verwertbare Spaltprodukte erzeugt. 

Wenn schon die Geschwindigkeit der Glykolyse bzw. des 
anaeroben Teiles der Atmung auBer durch Co-Zymase noch durch 
eine Reihe anderer Stoffkonzentrationen bedingt wird, so liegen 
die Verhaltnisse noch viel weniger durchsichtig, wenn es sich um 
einen Vergleich zwischen Co-Zymasegehalt und Atmung handelt. 


Wie der arbeitende Muskel die Geschwindigkeit des Zucker- 
abbaues reguliert, 1st noch in wesentlichen Teilen unbekannt. 
Wir haben die Annahme erwogen, ob bei der Arbeit bzw. bei 
der Muskelreizung etwa Co-Zymase verbraucht wird und haben 
diesbeztigliche Versuche angestellt, wobei die Reizung auf ver- 
schieden lange Zeiten ausgedehnt wurde. Diese Versuche (vgl. 
S. 231 u. 232), die zur ersten Orientierung angestellt wurden, haben 
bis jetzt noch keinen Anhaltspunkt dafiir gegeben, dab im arbeiten- 
den Muskel eine Verminderung des Co-Zymasegehalts eintritt, 
was an sich auch deswegen walhrscheinlich gewesen wire, weil 
sich auch die Co-Zymase wie Adenylsiiure nach Embden?) 
verhalten hitte. 





) Embden u. Schmidt, Diese Z. 186, 205 (1930). 
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Methodik der Co-Zymasebestimmung. 


Sofort nach dem Tode des Versuchstieres (durch Gehiry- 
schuB) wurden die betreffenden Organe herausgenommen und so 
sorgfiltig wie mdoglich herauspriipariert. Das gut zerkleinerte 
Organ wurde dann in die 2,5 fache Gewichtsmenge kochendey 
Wassers hineingeriihrt. Im Filtrat wurde die Co-Zymase mittels 
der gewohnlichen Mikrogirmethode') bei 30° bestimmt. 

Die Induktion wurde in allen Proben durch Zugabe yon 
hexosediphosphorsaurem Na aufgehoben. Die zu den Co-Zymase- 
bestimmungen benutzte Apo-Zymase war ein sehr giirkriaftiges 
Priiparat. Schon in der ersten Viertelstunde wurde bei Uber- 
schuB von Co-Zymase durch 0,2 g Apo-Zymase etwa 10 ccm CO, 
entwickelt. DaB die Apo-Zymase praktisch vollig Cozymase-tfrei 
war, zeigen folgende Versuche ohne Co-Zymasezusatz. 


Tabelle 1. 


























ecm CO,. 
Stunden 0,5 1,5 2,5 3,5 4,5 6,5 
0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 
eem CO, 
0,1 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 


Fiir diese kleine Nullgiirung wurde keine Korrektur an- 
gebracht. Mit verschiedenen Apo-Zymasepriparaten wird fiir ei 
und dasselbe Co-Zymasepriiparat nicht genau dieselbe Aktivitiit 
gefunden. Der relative Gehalt an Co-Zymase verschiedener (o- 
Zymasepriparate kann aber unter Verwendung von ein und dem- 
selben Apo-Zymasepriiparat genau bestimmt werden. Die unter- 
giirige Bierhefe, die uns jetzt zur Verfiigung steht, zeigt das 
eigentiimliche Verhalten, daB die daraus bereitete Apo-Zymase 
fiir kleine Co-Zymasemengen eine proportional zu kleine Aktiviti:t 
gibt. Bei den gréBeren Co-Zymasezugaben differieren die ge- 
fundenen Aktivitiitswerte aber nicht mehr erheblich. Man _ hat 
den Eindruck, daB durch die Apo-Zymase ein gewisses kleincs 
(Juantum Co-Zymase inaktiv gebunden wird. Die Genauigkei: 
der Co-Zymasebestimmung wird hierdurch natiirlich etwas becin- 
triichtigt. Im Vergleich zu den nicht zu vermeidenden Approxi- 
mationen bei der Darstellung der Co-Zymaseextrakte aus dev 


') Euler u. Myrbiick, Grafes Handbuch, Bd. 1, 2 (1928); Myrbiick 
u. Euler in Oppenheimer-Pincussen, Fermente III, S. 1297 (1928). 
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verschiedenen Organen diirfte wohl aber diese etwas verminderte 
Genauigkeit bei der Co-Zymaseprifung in der Genauigkeit der 
Versuchsergebnisse kaum eine Rolle spielen. 


4. Versuche tiber den Co-Zymasegehalt in ruhenden und 
gereizten Frosehmuskeln. 


Bei unseren bisherigen Versuchen wurden als Versuchstiere 
nur Esculenten benutzt. Die Versuche wurden an symmetrischen 

















Fig. 1. 
© Gereizt. O----O Nicht gereizt. x——xX Nullgdrung der Apo-Zymase 
Tetanus 1 Minute. Volumen des Muskelbreies 3 ccm. 


(xastrocnemien angestellt. Sofort nach dem Auspriaparieren wurde 
der Reizversuch angefangen. Nach Beendigung der Reizung wurde 
cer Muskel sofort in fliissige Luft eingetaucht. Gleichzeitig wurde 
auch der Kontrollmuskel mit fliissiger Luft gefroren. Nach dem 
Einfrieren wurde der Muskel im Morser gepulvert und das Muskel- 
pulver in kochendes Wasser eingeriihrt. Nach dem Erkalten 
wurde auf ein bestimmtes Volumen gebracht, die feste Muskulatur 
wegzentrifugiert und in der Lésung die Co-Zymase mittels der 
gewohnlichen Mikrogiirungsmethodik bei 30° bestimmt. 








ae 
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Bei den Tetanisierungsversuchen wurde ein Neefscher Hamme; 
benutzt, bei dem Versuch mit EKinzelzuckungen wurde ein Metronom. 
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© Gereizt. O-—O Nicht gereizt. x x Nullgirung der Apo-Zymase. 
Tetanus 6 Minuten. Gewicht von jedem Gastrocnemius 0,46 g. Volumen des Muskelbreies 4 ccm 


unterbrecher in den Primirkreis eingeschaltet (Reizfrequenz 2 Reive 
pro Sekunde). 

Die Versuche sind in den Figg. 1—38 veranschaulicht worden. 
Bei den Kurven sind die zugegebenen Extraktmengen eingetraven 
worden. 
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‘ Gerszizt. O----O Nicht gereizt. x——x Nullgirung der Apo-Zymase. 
Eiuzelzuckungen, Reizdauer 90 Minuten, Reizfrequenz 2 Reize pro Sekunde. Gewicht von jeven 
Gastrocnemius 0,78 g. Volumen des Muskelbreies 3 ccm. 


Aus den Versuchen geht hervor, daB® durch die hier vor- 
genommene Behandlung der Muskulatur keine Anderung des (0- 
Zymasegehaltes eingetreten ist. 
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}. Bestimmungen des Co-Zymasegehaltes verschiedener 
tierischer Organe und Gewebe. 


Quergestreifter Muskel. 


Tabelle 2 u. 4. 


























eem CQ,. 
Stunden 05 | 1,05] 1,5 | 20 | 25 | 4,5 rie 
wa ' ae *  1C0,/Stunde 
1,00 eem Extrakt 1,3 5,75 | 8,05 ] 8,8 9,4 11,35 8,1 
050cem —y, 0,95 | 3,25} 5,05 | 665] 7,75 | 9,5 4,2 
025eem ,, 05 | 14 | 22 | 30 | 375] 62 1,8 


1 ccm Extrakt enthiilt 8,4 Co. 


Herzmuskel. 
Zur Untersuchung kam ein Stiick von der Herzkammermuskulatur, 


Tabelle 3 u. 5. 


eem CQ,. 














; — | — ecm 
Stunden 0,5 | 1,0 | 1,5 | 2,0 | 2,5 13,0]3,5] 4,0 | 5,25 CO, /Stunde 

1,00 cem Extrakt | 1,15 13,55] 5,9517,9 [8,8 | 9,3] 9,8] 10,1] 10,9 4,8 

0,50cem ,, | 0,55] 1,45] 2,25] 3,15] 4,05] 4,915,8] 6,5] 7,8 1,8 


























1 ccm Extrakt enthiilt 4,8 Co. 


Niere. 
Von der Niere wurde die Rindensubstanz und die Marksubstanz aus- 


prapariert und separat untersucht. Von der Marksubstanz wurde die AuBen- 
zone mit der Innenzone (3 Nierenwiirzchen) untersucht. 





Nierenrinde. 
Tabelle 6. 
ecm COQ,. 
Stund 05/10 115 }20] 25 | 30 | 4,0 oe 
were “i “i “i e ‘ CO,/Stunde 
100 cem Extrakt] 0,8 | 2,85 | 5,45 | 7,4] 8,35 | 8,9 | 9,65 5,2 
050cem —,, 0,61 1,45] 2,4 | 3,5] 4,75 | 5,85 | 7,55 2,4 


























Extrakt enthilt 5,2 Co. 
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con 


Nierenmark. 
Tabelle 7. 
eem CQ,. 








ccm 


Stunden | 003 | 1,0 | 1,5 | 2,0 | 2,5 | 3,0 | 4,0 


6,05 | 7,3 | 8,7 | 2,8 





1,00 cem Extrakt| 0,1 | 1,85 3,15 | 4,55 








1ecem Extrakt enthilt 2,8 Co. 


Diinndarm. 


einem Objektivglas abgeschabt. 


Gesamt-Diinndarm. 


Tabelle 8. 


a 


CO,/Stunde 


<3 wurden sowohl ein Stiick Diinndarm im ganzen als auch die 
Sehleimhaut und die serése Haut untersucht. Die Schleimhaut wurde wi: 



































1 eem Extrakt enthilt 2,1 Co. 


Serosa. 


Tabelle 9. 
ecm CQ,. 








ccm 




















Stunden 0,5 2,5 (0. /Siende 
3/* 
1,00 eem Extrakt 0,15 0,3 0,08 
Mucosa. 
Tabelle 10. 
ecm CQ,. 
Stunden 0,5 2,5 co Sinai 
2/ 
1,00 cem Extrakt 0,0 0,15 0,06 











Da weder die Schleimhaut noch die serése Haut in nachweisbare: 
Menge Co-Zymase enthalten, diirfte der in dem ganzen Darmstiick vor 


kommende Co-Zymasegehalt der Muskelschicht zugeschrieben werden kénne? 


ecm CQ,. 
, ‘ . aie eem 
st 2 0 1,5 | 2, c aa 
unden ,o1 1,0 5 0 | 2,5] 3,0] 3,5] 4,0] 5,25 CO, /Stunde 
1,00 eem Extrakt] 0,6] 1,65] 2,6513,75 | 4,8] 5,7] 6,6] 7,3] 8,5 21 


1 
1.00 | 


1.00 ¢ 


100 @ 
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Leber. 


Zur Untersuchung wurde ein kapselfreies Stiick herausgeschnitten. 


Tabelle 11. 
eem CO,. 





eccem 


1,0 CO, Stunde 


Stunden | 0. 1,5] 2,0] 2,5] 3,0 | 3,5] 4,0 20] 























1.00 cem Extrakt 0,4] 1,25 | 2,21 3,5] 5,0 6,65 7,0] 8,75 10,0 3,2 








1 ecm Extrakt enthilt 3,2 Co. 


Milz. 
Es wurde ein Stiick von der inneren Schicht herausgeschnitten. 


Tabelle 12. 












































eem CQ,. 
‘+, F ae ie: 9 F QF j ROR: ecm 
Stunden 0,5] 1,07 1,5] 2,0) 2,5 | 3,0) 3,5 | 4,0 | 5,20 CO,/Stunde 
1.00cem Extrakt] 0,3] 0,6] 1,0] 1,4 31,75 {| 2,1 | 2,95 | 2,75 | 3,45 0,8 
1 cem Extrakt enthilt 0,8 Co. 
Lunge. 
Tabelle 13. 
eem CQ,. 
R ~ » 9 ¢ ecm 
Stunden 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 6,5 CO, Stunde 
100cem Extrakt | 0,5 1,0 1,65 2,1 3,15 6,35 1,0 























1cem Extrakt enthilt 1,0 Co. 


Gehirn. 


Es wurde gesondert die graue und die weiBe Hirnsubstanz untersucht. 
Die weiBe Hirnsubstanz wurde soweit wie méglich von den Nucleolen 
befreit. 


Tabelle 14. 


ecm CO,. Graue Hirnsubstanz. 











S 5 5 12,0 | 2,5 |< 5 ae 
tunden 0,5 7 1,0 | 1,5 0 9 | 3,0 | 4,9 | 5,0 CO,/Stunde 
1.00cem Extrakt | 1,4 | 3,25] 5,15] 6,75] 7,85] 8,6 | 9,3 | 9,9 8,7 
































1 cem Extrakt enthiilt 3,7 Co. 
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Tabelle 15. 


eem CO,. Weibe Hirnsubstanz. 





Stunden 0,5 7 1,0 | 1,5 | 2,0 | 2,5 | 3,0 4,0 5,0 CO, Stund, 














1,00 ccm Extrakt | 0,5 | 1,0 | 1,6 | 2,1 | 2,6 | 3,2 | 4,25 | 4,95 1,0 

















1eem Extrakt enthiilt 1,0 Co. 


Riickenmark. 


Es wurde der Lumbalteil des Riickenmarks untersucht. Das von dey 
Hiiuten befreite Riickenmark wurde sagittal halbiert. Die graue Substinz 
wurde mittels einer Messerklinge abgeschabt und getrennt untersucht. 


Tabelle 16. 


eem CO, Graue Riickenmarksubstanz. 



























































Stunden 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 ya 
— — a — — — — — i — ae ma ae ~ i — 2 l, 
1,00 ecm Extrakt 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 0,1 
Tabelle 17. 
ecm CO,. WeiBe Riickenmarksubstanz. 
Stunden 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 |e /Stunde ee 
2 . Laaata 
1,00 eem Extrakt 0,2 0,25 0,3 | 0,4 0,45 0,1 
1¢ 
Nerven aus dem Plexus brachialis. 
Tabelle 18. 
ecm CQ,. 
Stunden 0,5 1,0 1,5 3,5 4,5 |oo. Stund 
»/Stund 
1,00cem Extrakt | 0,1 0,25 0,35 0,85 0,95 0,2 _ 




















1eem Extrakt enthilt 0,2 Co. 








Retina. 


Die Retina wurde aus 4 Augen auspriipariert. 
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am Tabelle 19. 
cem CQ,. 
Stunden 0,5 1,0 1,5 3,0 
1,00 eem Extrakt 1,35 4,3 7,2 10,0 
0,50 cem " 0,7 1,8 2,85 5,85 














1 cem Extrakt enthilt 5,8 Co. 


as Chorioidea. 





4,0 


10,9 


1,4 





ccm 


CO,/Stunde 


5,8 


99 


aye 


Gleichzeitig mit der Retina wurde auch die Chorioidea herauspriipariert. 


Tabelle 20. 















































ecm COQ,. 
‘ - cem 
— Stunden 0,5 1,0 1,5 4,0 CO, /Stunde 
nde 1,00 cem Extrakt 0,25 0,4 0,5 0,9 0,3 
1 cem Extrakt enthilt 0,3 Co. 
Sclera. 
Die Sclera wurde vom Muskelgewebe befreit. 
Tabelle 21. 
- ecm CQ,. 
' . ecm 
Stunden 0,5 1,0 1,5 4,0 CO,/Stunde 
1,00 cem Extrakt 0,2 0,3 0,35 0,6 0,2 
1 cem Extrakt enthilt 0,2 Co. 
Pankreas. 
Tabelle 22. 
- ecm CQ,. 
] . r , - cem 
ti Stunden 0,5 1,0 1,5 2,0 | 3,0 CO,/Stunde 
1,00 cem Extrakt | 0,55 1,1 1,7 2,2 8,3 6,5 1,1 




















1 ccm Extrakt enthilt 1,1 Co. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXC. 
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Nebeuniere. 
Die Rindensubstanz und die Marksubstanz wurden getrennt untersuclit. 
Rinde. 


Tabelle 23. 
eem COQ,. 





eem 
Stunden 1,5 1% 2,5 13.0] 8,5 f ee 
; ; CO,/Stunde 








1,00 cem Extrakt 4,65 | 6,7 | 8,05 | 8,9 | 9,35 4,1 
































0,50 ecm . 1,9 | 2,7} 3,55 | 4,5 | 5,5 oD 2,0 


=> 


1ecem Extrakt enthalt 4,1 Co. 
Mark. 


Tabelle 24. 
ecm CQ,. 





, i ‘ ecm 
Stunden ) 1,0 2 2.5 13,0 | 3,5 ; ei. ee 
; , ‘ ' . CO,/Stunde 





























1,00 cem Eextrakt] 0,55 | 1,5 | 4,95 | 6,05 | 7,15 c 2,3 


1eem Extrakt enthilt 2,3 Co. 
Thyreoidea. 
Es wurde ein Stiick aus der Mitte des Organs herausgeschnitten. 


Tabelle 25. 
eem CQ,,. 





. : - / eem 
st , 1,¢ : 2, é ‘ ; 
Stunden 0,5 9 1,5 0 CO, /Stunde 


1,00 ecem Extrakt] 0,25 | 0,45 | 0,65 0,85 0: 0,4 























1eem Extrakt enthilt 0,4 Co. 


Parathyreoidea. 
0,07 g Parathyreoidea wurden mit 0,2 ccm Wasser aufgekocht uni 
das Ganze wurde zu einer Girungsprobe gegeben. 
1 
Tabelle 26. 
ecm CQ,. 





, i ecm 
Sti n 0 1,5 2,0 2. si 
tunde i, , CO, /Stunde 














1,00 cem [xtrakt 0,2 0,25 0,35 0.2 


9 








0,07 g Parathyreoidea enthiilt 0,2 Co. 
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Thymus. 


Ein Stiick vom Schenkel des Halsteiles des Thymus wurde untersucht. 


Tabelle 27. 
ecm CQ,. 





S 0,5 1,0 5 ne 
— _ | “ ; | | ” | - CO,/Stunde 
1,00 cem Extrakt | 0,25 0,45 | 0,6 1,05 0,4 











1 cem Extrakt enthilt 0,4 Co. 


Ovarium. 
Beim Aufschneiden des Kierstockes wurde die austretende Follikel- 
iliissigkeit gesammelt und getrennt untersucht. 


Tabelle 28. 








eem CQ,. 
. - cem 
Stunden 0,5 1,0 15 4,0 | CO,/Stunde 
1,00 eem Extrakt 0,2 0,35 0,55 1,5 | 0,4 














1 ccm Extrakt enthiilt 0,4 Co. 
Die Follikelfliissigkeit enthiilt nicht nachweisbare Mengen Co-Zymase. 
Hoden. 


Es wurde das Hodenparenchym eines neugeborenen Kalbes untersucht. 


Tabelle 29. 
eem CQ,. 





' . ‘ — eem 
Stunden 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 ae CO, /Stunde 
1.00 eem Extrakt | 0,4 1,1 1,7 2,2 3,3 6,5 1,2 























1 cem Extrakt enthilt 1,2 Co. 
Hy pophysis. 
Man untersuchte das ganze Organ. 


Tabelle 30. 
eem COQ,. 





: | ccm 
Stunden 0,5 1,0 2,0 3,0 - CO,/Stunde 


1,00 eem Extrakt 0,25 0,4 0,5 0,7 0,85 0,2 
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Knochen. 


Zur Untersuchung kam die Wachstumszone eines Kalbsmetatarsys 
Die entsprechende Stelle vom Bein wurde herausgesigt und mit einem Bei] 
zerschlagen. 


Tabelle 31. 

















ecm CQ,. 
Stunden | 1,0 2,0 | 4,0 ecm CO,/Stund: 
1,00 cem Extrakt | 0,3 | 0,4 | 0,55 | 0,1 


Knochenmark. 


Das Knochenmark wurde von dem oben erwihnten Kalbsknochen 
untersucht. 


Tabelle 32. 























ecm CQ,. 
Stunden | 1,0 2,0 4,0 eem CO,/Stunde 
1,00 cem Extrakt | 0,25 | 0,3 0,55 | 0,1 
Lymphdrisen. 


Es wurden zwei Lymphdriisen untersucht: Lylandula submaxillaris 
und Lyl. mediastinalis. 


Tabelle 33. 


ecm CO,. Lyl. submaxillaris. 





Stunden 1,0 2,0 





4,0 eem CO,/Stunde 











1,00 cem Extrakt 0,4 0,6 | 0,85 0,2 














Tabelle 34. 


ecm COQ,. Lyl. mediastinalis. 











Stunden | 1,0 | 2,0 4,0 








ecm CQ,/Stunde 


1,00 cem Extrakt | 0,3 | 0,5 | 0,75 | 0,2 





1.00 


cek 
ist 
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Gebirmutter. 
Sus —_— - 
“ee Ein Stiick Gebiirmutterwand wurde untersucht. 
Tabelle 35. 
eem COQ,. 
—_ Stunden | 1,0 | 2,0 | 3,0 | 4,0 Jcom CO,/Stunde 


nde 








1,4 | 1,95 | 0,5 
1eem Extrakt enthilt 0,5 Co. 


Embryonen mit Fruchtblase. 


Da Embryonen vom Rind in friihen embryonalen Stadien schwer zu 

heschaffen sind, wurden Embryonen von der Ratte untersucht. Die 
_ Embryonen wurden samt der Fruchtblase vom Uterus abgelést und mit 
den Hiillen zusammen zur Girungsprobe angewandt. 

Um aber einen orientierenden Vergleich der Co Zymasemengen, die 
bei diesem Si&ugetier vorhanden sind, mit denen des Rindes zu machen, 
wurde parallel mit den Versuchen an Embryonen die Hinterschenkel- 

wa muskulatur der Rattenmutter zur Untersuchung gebracht. 


Tabelle 36. 
1eem CO,. Embryonen. 





; : - 7 : ecm 
, , H 3 2.' 3, : . é 
Stunden it Maat Beall Snell hued Gall Gael 

1,00 cem Extrakt | 0,50 | 1,20 | 1,95 | 2,70 | 3,45 | 5,20 | 6,75 1,6 


























1eem Extrakt enthilt 1,6 Co. 


Tabelle 37. 
ecm CO,. Rattenmuskel. 





le , mn ecm 
~ ~ 9 yr QF Fy 
; Stunden 0,5 1,0 1,0 “ 2,9 3,9 4,5 CO, /Stunde 


























1,00 eem Extrakt | 1,05 | 3,10 | 5,10 | 6,95 | 8,35 | 9,05 | 10,40 4,0 
1 eem Extrakt enthilt 4,0 Co. 


Blut. 


- Von Euler und Nilsson’) ist das Blut verschiedener Tiergruppen 
vergleichend untersucht worden, wobei sich sehr starke Unterschiede er- 
geben hatten; besonders Co-zymase-reich war das Vogelblut. Durchweg 
ist die Blut-Co-Zymase an die Erythrocyten gebunden, wihrend das Serum 





1) Diese Z. 162, 63 (1926). 
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fast Co-zymasefrei ist. Bemerkenswert war, daB menschliches Diabetike; 
blut sich hinsichtlich seines Co-Zymasegehaltes nicht wesentlich von normale), 
































Blut unterscheidet. = 
Bei den vorliegenden Versuchen wurde das Blut vom Rind sowohl jy, 
ganzen als auch hinsichtlich seiner Bestandteile getrennt untersucht. 
1,0 
Tabelle 38. 
ecm CO,. Gesamtblut. wad 
“ P eem 
Stunden | 0,5 1,0 | 2,0 3,0 4,0 | 00, FB nd 
- — = ———— — — — oe oo ~ 7 
1,00 cem Extrakt | 0,20 | 0,20 | 0,30 0,40 | 0,50 0,1 ore 
SO 
Tabelle 39. ‘ 
‘ ; — XE 
eem CO,. Serum (defibriniertes). \ 
Stunden | 1,0 | 2,0 | 3,0 eem CO,/Stunde ™ 
st 
1,00 cem Extrakt | 0,15 | 0,15 | 0,20 | 0,1 k 
$] 
mn A 
Tabelle 40. 
a 
ecm CO,. Erythrocyten. ‘ 
Stunden | 1,0 | 2,0 3,0 ecm CO,/Stunde ; 
= en! = core — — U 
1,00 cem Extrakt | 0,70 1,20 | 1,70 | 0,5 ( 
S 
1 cem Extrakt enthiilt 0,5 Co. 
‘ 
\ 
Pflanzliches Material. 
{ 


Zu Vergleichszwecken wurde mit demselben Apo-Zymasepriiparat der 


Co-Zymasegehalt einer héheren, parasitiir lebenden Pflanze, Lathraea squa- 


maria (Schuppenwurz) — und zwar Blumen und Stengel getrennt —, unter- 











sucht. 
Tabelle 41. 
ecm CO,. Bliiten. 
Stunden 0,5 1,5 2,5 8,5 4,5 6,5 — 


1,00 cem Extrakt 





CO, /Stunde 


0,35 | 1,0 | 1,95 | 2,75 | 3,50 | 4,7 0,8 




















1 ecem Extrakt enthilt 0,8 Co. 





cr 
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Tabelle 42. 
ecm CO,. Stengel. 











cem 
Ss 5 5 2.5 5 5 6,5 ae as 
Stunden 0,5 1,5 2,0 35 4,5 Bd | CO, /Stunde 
{.g0eem Extrakt | 0,15 0.25 0,35 0,45 | 0,5 0,6 | 0,1 

















Euler und Myrbick!) hatten in griinen Bliittern den Co-Zymase- 
cehalt auffallend gering gefunden. 


In der folgenden Tabelle sind die Werte fiir ccm CO, /Stunde 
zusammengestellt, welche also den relativen Co-Zymasegehalt an- 
ceben. Wenn wir daneben die Werte Q nach Warburg anftiihren, 
so wollen wir nochmals auf das 8S. 229 Gesagte verweisen und also 
hetonen, da von theoretischem Gesichtspunkt eine Parallelitiit 
keineswegs zu erwarten ist. Besonders gilt dies hinsichtlich der 
Atmungsintensitiit. Wir wissen ja einerseits, z. B. aus Versuchen 
mit Hefen, daB die molekulare Sauerstoffabsorption (durch Zer- 
stérung des Oxydationskatalysators) vollkommen erloschen sein 
kann, und zwar auch unter solchen Umstiinden, unter welchen 
sich die durch die Co-Zymase aktivierte Reaktion noch abspielt. 
Andererseits wissen wir auch, daf in den Organen verschieden- 
artige sonstige Abbauprozesse, die auch eine molekulare Sauerstoff- 
absorption veranlassen kénnen, vorkommen. Dazu kommt noch 
folgendes: Bei den meisten der bis jetzt angestellten Versuche 
iiber Gewebsatmung liegen im allgemeinen keine Anhaltspunkte 
dafiir vor, in welchem Umfang die fiir die verschiedenen Redox- 
systeme spezifische Substrate vorhanden waren. SchlieBlich braucht 
sogar die Zuckeroxydation, wie aus den interessanten Versuchen 
von D. Miller’) hervorgeht, nicht unbedingt iiber die anaeroben 
Spaltprodukte des Zuckers zu gehen. 

SchlieBlich ist zu betonen, daS sich unsere Messungen auf 
das Frischgewicht der Organe (unkorrigiert wegen Wasser- und 
Fettgehalt) beziehen. 

Die quantitativen Angaben iiber Glykolyse und Atmung 
stammen aus einer Zusammenstellung dieser Daten von D. War- 
burg. %) 

Uber die Untersuchungsergebnisse an den einzelnen Organen 
sind der Tabelle Bemerkungen angeschlossen worden. 





*) Sv. Kem. Tidskr. 37, 173 (1925). *) Biochem. Z. 199, 136 (1928). 
°) Uber die Klassifizierung tierischer Gewebe nach ihrem Stoftwechsel, 
Biochem. 184, 484 (1927). 
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+2 — _ no = 

3 1|° 2IS5 oO: 

en _ 7 of < 

ae a = @i}o 

Organ BESS O a a 

5S gis 3 a oo s|=- 

Se 8 Se 

Nl} 31a 3 N [>= 

e1Os = eta > 

o = <= 5 E 
(Juergestreifter Muskel . | 8,1 Thyreoidea ... . .|0,4 
Herzmuskel. . . . . {4,8 Parathyreoidea . . . .|0,2 
Graue Gehirnsubstanz . | 3,7] 19 | 11 |] Thymus. . . . . . .[0,4 
Weibe ¥ . 11,0 Nebennierenrinde . . .| 4,1 
Graue Riickenmarksubst. | 0,1 Nebennierenmark . . .] 2,3 
Weibe ¥ 0,1 Hypophysis ... . .40,2 
MOY as » + so» eee Overiam «.4.. . eo" 
Retina. . . . . . . |5,8] 88 | 31 |} Follikelfliissigkeit . . .|0,1 

Chorioidea . . . . . 40,2 Hodengewebe. . . . .J/1,2] 8 
ne Hodeninhalt . . . . .|0,2 
Nierenrinde. . . . .1/5,2 8 | 21 Gebirmutter . . . . .40,5 

Nierenmark. . . . . 42,8 Embryo (Ratte) . . . .f1,6] 138 
Leber. . ... . .43,2f 8 | 12 || Muskel (Ratte) . . . .{4,0 
aa a - @ | Knochen (Wachstumszone) | 0,1 
Se Knochenmark. . . . .{0,1 
Diinndarm (iim Ganzen) | 2,1 Pts» sk we « % Oe 
Diinndarmmucosa. . . | 0,1 -3 3 2 Oem . sw » 6 * oO 
Diinndarmserosa . . . | 0,1 Erythrocyten. . . . .{0,5 
PORES. 6.1 wo GED 3 5 || Lymphdriise . . . . .]0,2 


Zu den in der obigen Tabelle zusammengestellten Co-Zymase- 
gehalten der verschiedenen Organe sind noch folgende Bemerkungeu 
zu machen: 

Nervensystem. 

Der Umsatz des Nervensystems ist im groBen MaBe oxydativer 
Natur, wobei verschiedene Stofigruppen beteiligt sind (Kohlen- 
hydrate, Fette, Kiwei8kérper und Lipine). Bei Sauerstoffmangel 
werden viele dieser Prozesse sistiert. Der Stoffwechsel in der 
grauen Substanz ist bekanntlich 2—3 mal intensiver als in der 
weiBen und selbstverstiindlich in den Nerven. (Winterstein.?) — 
(In der grauen Substanz liegen die Nervenzellen; in der weiben 
die markhaltigen Nervenfasern]. Eben deshalb untersuchten wir 
getrennt die graue Hirnsubstanz und die weiBe. Der Unterschied 
im Co-Zymasegehalt dieser Gehirnteile und in Nerven ist offen- 


1) Handbuch d. norm. u. path. Physiologie 19, 604 (1929). 
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sichtig. Zum zellreichsten Nervengewebe gehért Retina. Hier 
fndet man auch einen enormen stofflichen Umsatz. Bei der Be- 
lichtung steigert sich derselbe, wobei die Oxydation!) und Phos- 
horsiiureausscheidung”) vergréBert werden. Hier finden wir auch 
nach Muskel den zweitgréBten Co-Zymasegehalt. In den Nachbar- 
organen Chorioidea und Sclera (Bindegewebe) wird die Co-Zymase 
vermibt (Girung im Rahmen der Selbstgiirung der Apo-Zymase). 
Bekanntlich ist bei nichtwachsendem Bindegewebe der Kohlen- 
hydratumsatz gering. 

Eine entsprechende Priiparation des Riickenmarkes erwies 
sich als schwierig. Aber trotzdem diese Priparation nie genau 
ausgefallen ist, ist es hier eigentiimlich, daB sowohl die weiBen 
Seitenpartien des Riickenmarks, wo sich die Leitungsbahnen be- 
finden, als auch der zellreiche Innecnteil (graue Substanz) kaum 
einen Co-Zymasegehalt erwiesen. 










Niere. 


Hier wurde nach derselben Idee gebhandelt. Nach der 
Cushnyschen Theorie*) erfolgt in den Tubuli eine aktive Riick- 
resorption des Glomerulusharns durch die 'ubulusepithelien. Hier 
findet die Konzentrationsarbeit statt. Man bemerkte auch eine 
Abhingigkeit zwischen der Harnbildung und dem O,-Verbrauch 
ler Niere.4) Da die Tubuli in der Nierenrinde liegen, miibte 
dort der Umsatz, welcher mit der Arbeit verbunden ist, erwartet 
werden. Im Nierenmark und besonders in der hellen Innenzone 
Wirzchen) befindet sich das Sammelrohrsystem, wo eine Be- 
ziehung zur Harnbildungsarbeit nicht vorhanden ist. 

Deshalb wurden die zwei Nierenteile gesondert untersucht 
und es zeigte sich ein groBer Unterschied im Co-Zymasegehalt! 

Nach den Arbeiten von Jansen und Rein’®) scheint die 
Wirmebildung in der Niere im Verhiltnis zur osmotischen Arbeit 
schr groB zu sein, aber die Wirmeproduktion geht parallel zur 
susgeschiedenen Harnmenge, deshalb ist es moglich, daB hierbei 
auch die Rinde gréBtenteils beteiligt ist. 






















') Diese Z. 120, 1 (1922). 
*) Guglionetti, Arch. Ottalm. 17 (1910). 
*) Cushny ,,The Secretion of the urine‘ London. II. Aufl. 1926. (Erste 
Aufl. 1917). 
*) Héber, Klin. Woch. 8, 23 (1929). 
°) Ber. Physiol. 42, 567 (1928). 
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Diinndarm. 


Nach unseren Versuchen scheint nur die Muskelschicht do; 
Darmes Co-Zymase zu enthalten, denn weder die abgeschahte 


Mucosa noch die Serosa mit der Subserosa enthalten einey 
merkbaren Co-Zymasegehalt. (Nach den Arbeiten Warburg; 
(a. a. QO.) hat die Diinnéarmschleimhaut einen erheblichen Sto:- 
wechsel Qo,, Qo3,)) Jedoch bei der Untersuchung eines Dam. 
stiickes im ganzen findet man einen nicht unbetrichtliche, 
Co-Zymasegehalt, was walhrscheinlich auf die mittlere glatt 
Muskelschicht zu beziehen ist. DaB diese Muskeln eine grot). 
Rolle bei der Resorptionsarbeit spielen, ist allgemein bekann: 
(Druck, Pump- und Saugwirkung). Aber auch die Epithelzelley 
verbrauchen mehr O,, wenn sie NaCl (hypertonisch) oder desti) 
liertes Wasser resorbieren.}) 


Endokrine Drisen. 


In den meisten endokrinen Driisen (Thyreoidea, Parathyre- 
oidea, Thymus, Ovarien, Hypophysis) mit einer Ausnahme (Nebe- 
nieren) fanden wir nur kleine oder nicht merkliche Co-Zymasc- 
mengen. Es ist bemerkenswert, daB die Nebennierenrinde bein: 
doppelt so viel Co-Zymase enthilt als das Nebennierenmark, {ilin- 
lich wie Nierenrinde doppelt so reich ist wie Nierenmark. 


Uterus. — Embryo. 


In den glatten Muskeln wurde Lactacidogen nicht nach. 
gewiesen, dennoch kénnen Uterusmuskeln Hexosediphosphorsiure 
spalten. 

Da Embryo mit den Fruchthiillen einen sehr groBen Wasser- 
gehalt hat, ist der Co-Zymasegehalt sicher zu klein gefunden 
worden. 


Herrn Tierarzt O. Brandt danken wir bestens fiir die Er-. 


laubnis, im Laboratorium des Stockholmer Schlachthauses 1 
Enskede zu arbeiten, sowie fiir die dabei geleistete Hilfe. 


') Prodie, Jl of Physiol. 40, 173 (1910). 
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Experimentelle chemische Beitrige zur Erblichkeits- 
forschune. IV. 
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Hans vy. Euler, Hillevi Davidson und Dagmar Runehjelm. 


Mit 4 Figuren im Text. 











(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 










(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1930.) 






Wie die vorhergehenden Mitteilungen’) beschiiftigt sich auch 
die vorliegende mit Chlorophylldefekten, und zwar mit dem uns 
von Professor H. Nilsson-Khle, Svaléf, freundlichst tiberlassenen 
Material von chlorophylldefekten Gerstenmutanten. 

An einer Gerstenmutante vom Albinatypus von Dozenten 
(. Hallqvist war hier eine Beziehung zwischen Chlorophyll- 
defekt und Katalasewirkung nachgewiesen worden. Beim Beginn 
einer auf breiterer Basis angelegten Untersuchung iiber die quan- 
titativen stofflichen Veriinderungen, besonders Anderungen von 
Hnzymkonzentrationen, welche bei einfachen Mendelspaltungen 
eintreten, wurde als mendelnde Kigenschaft die Chlorophyllbildung 
cewihlt und wir waren bald vor die Aufgabe gestellt, diejenige 
Vorstufe des Chlorophylls zu suchen, welche sich bei der Mendel- 
spaltung als direkt abhingig vom normalen Katalasegehalt er- 
weist. 

Bei jeder einzelnen Linie von Albinamutanten ist der Mittel- 
wert der Katalasewirkung der Keimblitter bei gegebener Art und 
Dauer der Entwicklung konstant und die Abweichungen der ein- 
zelnen Individuen vom Mittelwert liegen auf einer Modifikations- 
oder Zufallskurve, und kénnen um so kleiner gemacht werden, 
je volikommener die AuBenbedingungen bei der Samenkeimung 




































1) Euler, Hellstrém u. Runehjelm, Diese Z. 182, 205 (1929); 
Euler, Steffenburg u. Hellstrém, Diese Z. 183, 113 (1929); Euler u. 
tunehjelm, Diese Z. 185, 74 (1929); vgl. auch Euler u. Hellstrém, 
Diese Z. 183, 177 (1929). 
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gleichheitlich gehalten werden. Dagegen unterschieden sich |e; 
den fiinf bis jetzt untersuchten Linien von Albinamutanten die 
Verhiiltniszahlen der Katalasewirkung der chlorophyllnormale, 
und der chlorophylidefekten Keimblitter nicht unerheblich'); sje 
lagen bei belichteten Mutanten im allgemeinen zwischen den 
Werten 1,5 und 3,5, bei den etiolierten zwischen 1,3 und 3, 
wobei Entwicklungsdauer und Temperatur eine wesentliche Rolle 
spielten. 

Obwohl bereits in friiheren Arbeiten gezeigt worden war, 
daB das Katalaseverhiltnis Chlorophyll-normal: Chlorophyll-defekt 
weit auBerhalb der Versuchsfehler der Kinzelbestimmungen liegt* 
und daB bei einheitlichem Material und gleichartiger Entwick- 
lung ‘Transgredienz nicht vorkommt, wurde noch einmal eine 
grobe Versuchsreihe angestellt, um in die Modifikationsgrenzen 
der Katalasewirkung, einerseits bei den normalen, andererseits 
bei den chlorophylldefekten Keimblittern einen Einblick zu ge- 
winnen.’) Die Feststellung, innerhalb welcher Grenzen die Stofi- 
konzentrationen und die Enzymwirkungen bei den _ einzelnen 
Individuen einer Linie variieren, ist unserer Meinung nach eine 
notwendige Voraussetzung fiir die quantitative chemische Charak- 
terisierung der einzelnen Linien. Bestimmend fiir die Entstehung 
des Chlorophylls ist nicht nur das Vorhandensein der in der 
Entwicklungsreihe liegenden Stoffe sondern ihre Konzentration 
bzw. die Menge, mit welcher sie in Reaktion treten. Wir 
sehen deswegen in der quantitativen Verfolgung der Stoffe, 


') Vgl. Euler, Hereditas 15, 61 (1929). — Das fiir Albina 5 angegebene 
Verhiiltnis 5 diirfte nicht den normalen Bedingungen entsprechen. 

2) Uber die Auswertung der Enzymwirkungen aus kinetischen Ver- 
suchen muB8 auf friihere Arbeiten aus diesem Institut iiber Katalase, ferner 
auf einschiigige Lebr- und Handbiicher (z. B. Euler, Chemie d. Enzyme 
I, Teil, 3. Aufl., 1925) und auf Kinfiihrungen in die Mathematik und die physi- 
kalische Chemie fiir Biologen, z. B. die ausgezeichneten Monographien you 
Michaelis (3. Aufl., 1927) und Rona verwiesen werden. Es _ wiire 
wiinschenswert, daB auch biologische Verfasser auf diesem Gebiet die be- 
reits festgelegten Einheiten und die in der Enzymforschung itibliche Nomen- 
klatur benutzen. Vgl. hierzu Stephan, Bot. Ber. 47, 561 (1930). 

®) Unser Befund, daB die Katalasewirkung per Quadratmillimeter in 
einein Keimblatt von der Spitze bis zur Blattbasis zunimmt, becintriichtigt 
natiirlich nicht die Méglichkeit eines Vergleiches zwischen den Katalase- 
wirkungen der gesamten Blatter. Auch der gesamte Chlorophy]|gehalt 
vieler Bliitter yon gleichem Entwicklungsstadium ist bemerkenswert kon- 
stant, obwohl der Chlorophyllgehalt per Quadratzentimeter an der Blatt- 
spitze stets ein anderer ist als an der Blattbasis. 
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welche vermutlich in die Entwicklungsreihe der Katalase ein- 
greifen, eine unserer nichstliegenden Aufgaben. Nachdem iiber 
das Gesamteisen in Albinakeimblittern und in Panaschiiren 
‘Tradescantia) orientierende Versuche angestellt worden sind’), 
werden organisch gebundene Eisenformen und besonders Por- 
phyrine und Porphine in den Kreis der Untersuchung gezogen. 
Bei dieser Gelegenheit mag auch in Riicksicht auf den Nachweis 
des Himinrestes in Leberkatalase*) gleich betont werden, daB an 
den von uns gemessenen Katalasewirkungen verschiedene Fe-Por- 
phyrinkomplexe beteiligt sein kénnen. 

Schon in der genetischen Literatur*) ist mehrfach betont 
worden, daB Chlorophylldefekte von prinzipiell ganz verschiedener 
Art bekannt sind, und dies lat sich auch vom chemischen Stand- 
punkt aus erwarten. Gerade der Vergleich der verschiedenen 
Typen von Chlorophylldefekten wird aber fiir das Studium der 
chlorophyllbildenden Faktoren fruchtbar sein. 


A. Katalasemessungen an Albina 1, 1928. 


Konstanz der Katalasewirkung an belichtetem Material. 


Die Samen wurden zunachst einen Tag in 0,5°/,ige Hydro- 
peroxydlésung gelegt, dann zwischen Filtrierpapier zum Keimen 
gebracht und vom dritten Keimungstag an dem Tageslicht aus- 
sesetzt. Es waren somit die chlorophyllnormalen Mutanten 
normalgriin, die defekten Mutanten rein weib. 

Es wurde nochmals, in Wiederholung friiherer Versuche, die 
Entwicklung der Katalasewirkung zwischen dem vierten und dem 
neunten Keimungstag untersucht. Fiir diese Versuchsreihe geben 
wir unsere Originalzahlen insofern ausfihrlich an, als wir fiir 
jedes untersuchte Keimblatt (jede Pflanze) eine Konstante (das 
Mittel aus den fir 4, 8, 12 Minuten erhaltenen A-Werten) an- 
geben. 

Katalasebestimmung durch Titration mit Kaliumpermanganat; 
vgl. hinsichtlich der Methodik und ihrer Begriindung besonders 
die Mitteilung von Kuler, K. Myrbick und Signe Myrbick.‘) 


1) Runehjelm, Biochem. Z. 224 (1930), im Druck. 

*) Euler, Zeile u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 42, 74 (1930). 

3) Vgl. hierzu auch R.A. Emerson, 25th Am. Rep. Agric. Exp. Station 
of Nebraska 1912, sowie die Arbeiten seiner Schule. 
4) Diese Z. 186, 212 (1929). 
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Beziiglich der Tabellen sei erwiihnt, daB die fiir das yer. 

wendete Frischgewicht angegebenen Werte der Reaktionskoy. §}—@ 

stanten k’ auf 60 mg Frischgewicht umgerechnet worden und 

mit Aj.q, in der Tabelle aufgefiihrt sind. Die Keimblitter wurde, 9° 

stets mit Coleoptil eingewogen. Die wirklichen Reaktionskon- 

stanten k bzw. Ayea, sind, mit 1000 multipliziert, als 2’ angegeben. 

Somit 4-103 = k’. In der ersten Spalte ist die Keimungsdauer 

in ‘l'agen verzeichnet. Die Keimungstemperatur betrug dabei im 

Mittel 22°, falls nichts anderes angegeben ist. Die fiir die Ent. 4 

wicklungszeit von 5—9 Tagen gefundenen k’-Werte sind in der 

lig. 1 zusammengestellt. 














] T eo 
40 22° -" grun ~O 
Fa 
Pd 
2 
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30 : ; 
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Rt 1) oom — 7 
se 75+ — 
! ! ! j ; 
> © YF ££ F 6 


hemungstage 


Fig. 1. Albina 1, 1928. 


Aus den neuen Versuchsserien an Albina 1 geht folgendes 
hervor: 

Das Katalaseverhiltnis griin: weiB nimmt mit zunehmender 
Keimungsdauer (Entwicklungszeit) bis zu einem Maximum 21, 
welches bei Zimmertemperatur (20—22°) in etwa 1 Woche er- 
reicht wird. Es betrug dann rund 2,5. 

Vergleicht man bei gleicher, etwa 1 wéchentlicher Keimungs- 
dauer die griinen und die etiolierten Keimbliitter, so findet man 
in ersteren (per Gramm Frischgewicht) eine etwa 25°/, hohere 
Katalasewirkung. Es wurde schon friiher betont, daB also dic 
Katalasekonzentration unabhingig vom Chlorophyll mendelt, auch 
dann, wenn von den Blattfarbstoffen nur Xanthophyll und Carotin | 
in Erscheinung treten. 


| 
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Albina 1, 1928. Nr. 1254. Griin. 
mttiene Gewicht k’ he k ed 
Keimtage | Liinge k’ tangy 
lin. ite in mg Mittel red Mittel 

68,5 17 21 
62 15 20 
57 14 21 

4 4,5 61,5 16 15 22 20 
57 13 19 
61,5 14 19 
56,5 13 20 
64,5 14 16 
61 19 26 
66 29 37 
75 28 31 

5 6,5 ° 80,5 34 30 35 34 
75 28 82 
81 34 35 
79 30 31 
75 36 41 
91 37 34 
90 49 45 
88.5 87 35 

6 8,5 77 32 38 #5 36 
88,5 34 33 
90 44 4] 
83,5 33 33 
87 37 35 
102 44 36 
98 44 37 
94,5 45 4() 

7 10,5 95 41 46 36 38 
108,5 55 43 
98,5 49 41 
96 44 38 
110 44 33 
145 70 40 
122 53 37 

9 14,5 55 36 ; 

132 59 38 
118 39) 28 
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Heterozygoten. °/, Griin, '/, WeiB. 
— Keim- Sjoieeg Gewicht a k’ I Kea. 
—_ tage me a in mg . Mittel ‘red Mitte] 
grin 78,5 34 36 ie 
griin . 6,5 85 34 34 34 — 
wei . 64,5 13 16 ss 
weiB 60,5 11 16 
grim 106 47 37 
griin 10 99 52 50 44 40) 
grun 105 50 40 
weib 6 72,5 12 14 
weib 79,5 15 - 16 - 
weiB 7 69 12 14 : 
weib 91 17 16 
griin 103 59 . * 48 A 
grin —- 131,5 51 - 32 “ 
weib 121 23 16 
weil 9 115 19 14 
weib 93 23 . 20 m 
weib eid 80 14 - 15 
weib 118,5 23 17 
weib 73 22 25 
Nicht belichtet. Farbe gelb. 
Albina 1, 1927. Nr. 1099. 
Keim- | Nittlere | Gewicht ‘ k’ ' hee 
dauer a in mg . Mittel ‘red, Mitte! 
in ¢m 
87,5 31 29 
89,5 24 23 
84,5 22 22 
5 5 89,5 28 28 2 245 
90,5 32 30 
115,5 32 24 
145,5 47 27 
112,5 38 29 
152,5 39 22 
142.5 40 24 
111,5 85 26 
7 12 138 53 45 32 28 
144 60 35 
160 61 82 
145,5 39 23 
109,5 45 34 
131 43 28 
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— Albina 1, 1927. Nr. 1099 (Fortsetzung). 
ttl Keim- Mittlere Gewicht i 7 Kod 
. Linge k’ ; Kod nag 
dauer ie an in mg Mittel Mittel 
35 _ 
158 65 34 
16 143 73 43 
152,5 63 34 
8 12,5 128 61 63 40 37 
154,5 56 30 
” 120 55 38 
162 71 37 
y Albina 1, 1928. Nr. 1254. 
Keim- Mittlere Gewicht k’ k ea 
0 Linge ji k ; a en 
dauer . in mg Mittel Mittel 
in em 
: 66,5 18 23 
67 17 21 
59 15 22 
63 ee 23 
4 5 70,5 20 19 24 24 
= 68 20 25 
72 24 28 
? 74,5 20 23 
91,5 40 36 
99,5 39 33 
91 36 33 
95,5 30 27 
6 10 87 32 34 3 30 
108,5 32 25 
89 33 31 
98,5 30 25 
117 43 31 
110,5 48 37 
133,5 42 26 
114,5 44 32 
8 14 90 30 43 28 32 
103,5 39 32 
110 46 35 
133 50 32 

















Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXC. 
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7 


Chlorophylldefekte anderer Art sind ja oft von der Belichtuny —— 
sehr abhingig befunden worden. Schon linger nachgewiesen js: 
die Abhingigkeit der Chlorophyllbildung vom Licht bei der ip. 
fektidsen Chlorose. Hier hat bekanntlich E. Baur?) wertvolle 
Beobachtungen gesammelt. Ferner ist hier der von M. J. Sirks? 
heschriebene, sehr interessante Fall von vererbbarer Lichtempfind- 
lichkeit des Chlorophylls beim Roggen (Secale cereale) zu erwithne», 
(vgl. hierzu auch William J. Robbins u. Moneval, Bot. Gaz, 5 
78, 424 (1925)). 

Zwei orientierende Versuchsserien wurden ausgefiihrt, um den Einfin! 
von Réntgenstrahlung auf die Mendelspaltung bei chlorophylidefekten 
Mutanten vom Albinatypus zu studieren, wobei uns Herr Oberarzt Dr, 

H. Simon unterstiitzte. Durch 55 Minuten lange Bestrahlung dureh 1 mr 
Al-Filter in 20 em Abstand und einer Dosis von 10 H.i.D. ergab sich eine ¢ 
Entwicklungshemmung der Keimlinge, ohne da8 chemische Veriinderunger 
deutlich wurden, welche bis jetzt fiir unsere Zwecke hiitten direkt ver- 
wendet werden kinnen. Da aber die Wirkung der Bestrahlung in hohem 
Mabe yom Entwicklungsstadium des bestrahlten Materials abhiingt, s» 
wollen wir unsere diesbeziiglichen Versuche nicht aufgeben. Es sind j, 
bereits von zahlreichen Forschern, wie Koernicke, Iven, Johnson, 
Esdorn sehr interessante Resultate erzielt worden. Auch auf die Versucl: 
von H.J.Muller, Timoféeff-Ressovsky u.a. iiber die Genovariation 
durch Réntgenbestrahlung bei Drosophila melanogaster sei bingewiese 
(vgl. J. Psychl. u. Neur. 39). 


Keim 


B. Katalasemessungen an Albina 2, 1927. Nr. 1102. 


Die Linie Albina 2 war von uns bisher nicht untersucht 
worden. Sie ist identisch mit ,WeiB 2“ Nilsson-Ehlesg%) und 
ist von diesem Forscher genetisch beschrieben. 

Das Katalaseverhaltnis ist vom 5. Keimungstag an 
fast konstant, im Mittel 2,2 bei belichteten Pflanzen. 

Albina 7 ist genetisch noch nicht beschrieben worden. Prot. 
Nilsson-Ehle hatte die Freundlichkeit mitzuteilen, daB diese 
Linie von Albina 6 verschieden ist. Die Spaltung erfolgt hier 
nicht wie bei den Albina 1—6 in Griin und Weil, sondern in 
Griin und Hellgriin. Sowohl in den griinen als in den hellgriinen 
Mutanten ist die Katalasewirkung ziemlich gering, wie das Ver- 
haltnis Chlorophyllmenge : Katalasewirkung ist, ob die griinen 
Mutanten chlorophylnormal sind, miissen weitere Versuche zeigen. 


kein 


Sitz.-Ber. Preub. Akad. d. Wiss. 1906; vgl. Einfiihrung in die Ver- 
erbungslehre, 7—11. Aufl., 1930. 
*) Genetica 11, 375 (1929); vgl. ferner Desiderata en consequentic: 
der moderne erfelykheidsleer. Vakblad voor Biologen 11 (1930). 
*) Z. f. ind. Abst.- u. Vererbungslehre 9, 289 (1913); Hereditas 3, 191(1922.. 
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tune 
1 ist Frisch- k’ ae 
: k ejmtage “arbe rewic .! “red. 
in. ge heumtage Farbe gewic ht oof, as Mitte! 
‘lle in mg 
ks? i 
nd. grun 44 30 56 
griin 78 44 47 46.5 
ne? griin 66,5 31 39 
1a; a) grun 57,5 30 44 
weib 67 16 20 
weld 54 15 23 - 
fing weil 68 17 ok as 
Sten weiB 58 17 24 
Dr, 
” grin 76,5 40 44 
~~" griin 101 60 50 
a 6 grin 90 D5 D | 48 
Be weib 73,5 21 24 el 
ve weib 73 18 21 re 
1€1 
g griin 92 63 a7 
grin 83 60 60 54 
01 7 grin 83 61 61 
A} wei 68,5 16 19 oa 
a weib 63 17 23 mo 
sa weib 88 24 23 
Mittlere Frisch- ye L 
Ih Keimtage| Farbe Liinge gewicht . Kaa a 
a. . . ef, Mittel 
¥ in cm in mg 
’ grin 35 dE 17 27 24 
. 4 grun : 61,5 23 31 7 
weib 39 56 13 19 o0 
weib oi 45,5 12 22 —e 
“ griin 64,5 49 6 
or griin 5,8 86 44 43 49 
, 5 grin Td 35 40 
‘ weib 72 14 16 
I weil 4,5 77,5 16 18 18 
r- weib 63 15 20 
i grin 88 58 a3 
griin 8,5 97 63 d4 47 
6 griin 77 40 43 ; 
r- grin 112 60 45 
weib 95 26 23 
weil 84 21 21 21 
weib 80,5 14 20 ss 
weil 1,5 60 6 2() 
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Mittlere Frisch- LV bP’ 
Keimtage| Farbe Liinge gewicht ; k’ ea rings 
: cef, — Mit ¢ 
in cm in mg 5 , 
griin 103 65 53 
grun 10.7 96,5 69 60 
7 griin : 102,5 61 50 53,5 
griin 101 62 51 
weib 95 27 24 
weiB 9 82 22 22 23 
weib 74 20 23 
C. Katalasemessungen an Albina 7, 1927. Nr. 1124. 
: Mittlere ; . 
R Keim- . Gewicht . k’ = Kred. 
Farbe Liinge : k Red 
tage las dalle in mg Mittel Mitte! 
54,5 17 25 
grin 4 3,9 63,5 21 18 28 25 
61,5 15 21 
107 35 28 
grin 119 45 39 31 29 
101 33 27 
113,5 42 31 
6 8,5 | 
99,5 24 20 
” 98,5 24 20 
x ’ 9 ~ 
hellgriin 117 19 21 14 17 
112,5 18 13 
95 41 36 
~ 144 D5 ‘ 32 “ 
griin 10,5 151,5 60 51 33 34 
; 111 47 36 
‘ 
138 3 19 
- ak 11%) 22 9 16 ; 
hellgriin 9,5 116 25 28 18 19 
125 33 22 
135 46 28 
a 141 D9 " 35 
g 2 D2 32 
_— se 145,5 57 ” 33 
8 118 44 31 
162,5 35 18 
- 135 26 16 ' 
hellgriin 11 146 O4 28 14 16 
136,5 25 15 
o7 15 22 
is : 66,5 18 ‘ 23 - 
hellgriin 4 3.5 64 19 17 25 2: 
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Albina 7, etioliert. 
Keim- eee Gewicht ; k’ Kea 
Farbe ' Linge : k Mittel i. Mi tel 
age rn In mg Mitte Mitte 
69 23 28 
68 16 19 
rp] 9% ‘ 
gelb 81,5 22 ” 23 ” 
, ‘ 86,5 26 25 
69,5 19 23 
hollaoe 71 18 22 »)o 
Lt ligelb 66 18 18 28 ot nd 
73,5 18 21 
104 36 29 
sia 107,5 338 - 29 ; 
gelb 101 38 St 32 ot 
91 35 32 
D 7,5 a 
88,9 3 28 
: 109 2 2 
he] ve ad € ad 97 
hellgelb 106,5 33 ” 26 asus 
91 23 22 
129 53 34 
159 49 . 26 ‘ 
gelb 13 137,5 5 51 94 31 
: 138,5 47 28 
150 36 20 
; i 167,5 45 23 
hellge 2; ; 39 m4 2 
hellgelb 12,5 1285 99 3 19 1 
164 45 23 
JS T T T an ] 
ra 
JO y wns o = 
Q, 
Pd 
° pe 
“Jr 08 
. un il 
eT a7, 
w ° 
*< + 
~~ | | 
l i J oO - 
4 5 6 , 6 (6S 4 x £& Ff 
hewmungstage hermungslage 
Fig. 2. Albina 7. Fig, 3. Albina 7. 1927. Etioliert. 


Das Verhaltnis der Katalasewirkungen griin: hell- 


frin = 


rund 1,5, gelb: hellgelb = 1,4 (vgl. Figg. 2 und 3). 
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Ks zeigt sich also auch hier, daB dieses Verhiltnis bei de, 
etiolierten Pflanzen deutlich hervortritt, aber etwas kleiner j.; 


als bei den griinen. 


Katalasemessungen an Virescens 6, Jahrgang 1927. Nr.1119. 


Diese von Nilsson-Ehle erhaltene Linie (= Gelb 5) reil; 
Sie wird bald von Nilssop. 


sich an die lutescens-Serie an. 


Khle genetisch beschrieben werden. 


Virescens 6, 1927. Nr. 1119. 


1. Belichtet. 


Keimungstemperatur 


2—1 


a 





Keim- 
Farbe 
tage 
grun 
11 
gelbgriin 
grun 
14 
gelbgriin 
griin 
17 
gelbgriin 
grin 
20 
gelbgriin 











Mittlere 
Linge 


in em 


4,5 


6,5 





Gewicht 


in mg 








k’ 
Mittel 


16 


11 


37 


to 
on 


23 








31 


B te: 





de 


co 
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Keimung bei Zimmertemperatur und Belichtung. 
































Keim- Gewicht V k V K ed. 
dauer in mg Mittel ‘red Mittel 
74 23 26 
67 30 38 

_ 90,5 25 oo 23 
13 23 aia 25 ” 
70,5 37 44 
72 23 27 
112 29 23 
78,5 34 aq 6 : 
’ 99 42 - 36 - 
112 42 31 
Virescens 6, 1927. Nr. 1119. 
2. Etioliert. 
Keim- Mittlere Gewicht ? k’ y Med. 
Linge ; h k-ed 
dauer ‘nm cm in mg Mittel ' Mittel 
85,5 10 24 
44 12 23 
43.5 10 19 
3 2,5 44,5 11 12 20 22 
47 12 21 
42,5 12 23 
50 14 23 
70 20 24 
68,5 24 29 
64 19 25 
68,5 18 . 22 P 
. , 68,5 20 ” 24 ” 
79 26 28 
74 25 28 
73 19 22 
106 48 38 
97,5 36 3 
93 38 3 
D 7 105 42 39 33 33 
92 30 28 
112 39 29 
95 39 35 
125,5 52 35 
103,5 40 32 
101 32 27 
107,5 38 29 P 
6 10 112 42 43 31 32 
127 56 37 
98,5 34 29 
128,5 34 























209 








260 Hans vy. Euler, Hillevi Davidson und Dagmar Runehjelm. 
Virescens 6, 1927. Nr. 1119. 
Keim- Mittlere Gewicht : k’ ‘ K ed 
q Linge i k Mittel ary ooh 
auer sa dais in mg Mitte Mittel 
114,5 40 29 
134,5 39 25 . 
J 117 40 ” 29 28") 
, 104,5 35 28 
103 28 23 
, 103,5 28 28 . 
nal 108,5 31 ed 24 2") 
111 31 24 
158 62 33 
162,5 61 32 
166,5 56 28 
- 121 50 35 
; s 151,5 48 - 27 30 
150 50 28 
147 49 28 
156 58 31 

















*) Keimblatt ragt aus dem Coleoptil heraus. 
™) Keimblatt noch im Coleoptil. 


















j 


j 


gelboriin 











! i 
Ww ff 73 


hermungstage 


Fig. 4. Virescens 6. 
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76 
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In der Kalte gekeimt. 
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Die Konstanten der Tabelle S. 258 sind in der Fig. 4 zu- 
sammengestellt. Das Maximum trat hier spiter als gewdhnlich 
auf, entsprechend der bei der niedrigen Keimungstemperatur weit 
langsameren Entwicklung. 


Totalmagnesium in Albinamutanten. 
Wie schon frither erwaihnt, mu8 unter den chlorophyll- 
bedingenden Konzentrationen bei Gerstenmutanten neben Porphyrin 
in erster Linie das Magnesium in Betracht gezogen werden. 





Diss 
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Durch orientierende Versuche von D. Runehjelm!) ist nun 
pachgewiesen worden, daB die chlorophylldefekten Keimblitter 
ron Albina 1 wesentlich weniger Gesamtmagnesium enthalten als 
die chlorophyllnormalen?), und zwar haben wir die Differenz 
einstweilen auf 30—40°/, geschitzt. Es ist dies erheblich mehr, 
als dem Chlorophyll-Magnesium entspricht, das in der gleichen 
Menge der chlorophyllnormalen Keimblatter enthalten ist. Dieser 
Befund erscheint in mancher Hinsicht der weiteren Verfolgung 
} wert. Wir haben vor einiger Zeit begonnen, den EKinfluB des 

antagonistisch wirkenden Calciums auf die EKigenschaften der 
chlorophylldefekten Gerstenmutanten zu untersuchen, einerseits 
durch Zusatz von Calciumsalzen, andererseits durch Zusatz kleiner 
Mengen von Oxalat wibrend der Keimung, wobei wir aber Ver- 
siftungserscheinungen nicht verhindern konnten. Diese Versuche 
werden nun mit Magnesiumzusiitzen fortgefiihrt, und zwar mit 
und ohne Lichtzufuhr, um die Verinderung der Lichtstabilitit 
des Chlorophylls und Protochlorophylls durch Magnesiumzusitze 
kennenzulernen. 

Auf die Panaschiiren bei Pelargonium zonale scheint Magne- 
siumchlorid nicht ohne EinfluB zu sein. 

In einer bemerkenswerten Untersuchung teilt J. P. Jones’) 
mit, daB er an den normal griinen Pflanzen von Korn stets einen 
héheren Mg-Gehalt fand, als in den chlorotischen. 








1) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10 A, Nr. 10 (1930). 

*) Uber Mg-Gehalt in griinen und etiolierten Pflanzen vgl. auch die 
Dissertation von R. Rissmann (Erlangen 1929) aus K. Noacks Institut. 
%) J. of agricultural research 39, 873 (1929). 
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Beitrage zur Chemie des Insulins. 
XII. Mitteilung tiiber krystallisiertes Insulin. 


Von 
H. Jensen und A. De Lawder. 


(Diese Untersuchung wurde mit Mitteln der ,,Carnegie Foundation“ ausgefiihrt.) 


(Aus dem pharmakologischen Laboratorium der Johns Hopkins Universitat Baltimore, Md., U.S.A, 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1930.) 


Einleitung. 


Die bisherigen Untersuchungen iiber die chemische Natur des 
Insulins haben ergeben, daB es sich bei diesem Hormon um einen 
EKiweibkérper handelt. Man kann einmal annehmen, dab die 
physiologische Aktivitit nicht dem EKiweiBmolekil als solchem 
zukommt, sondern einer wirksamen prosthetischen Gruppe, die im 
EiweiBmolekiil eingelagert ist, oder zum anderen, da8 die hyper- 
glykiimische Wirksamkeit eine Funktion des Gesamtmolekiils sei, 
daB jedoch gewissen Gruppen innerhalb des Molekiilverbandes 
erhéhte Bedeutung fir den Effekt zukomme. Zur Aufklirung 
dieser vermutlich vorhandenen Struktureigentiimlichkeiten stehen 
vorderhand zwei Wege offen: rein chemische Charakterisierung 
der Hydrolysenprodukte, und Feststellung bestimmter Gruppen, 
welche fiir die physiologische Aktivitit von Bedeutung sind. 
Untersuchungen in den beiden angedeuteten Richtungen sind in 
diesem Laboratorium im Gange, seitdem es Abel?) gelungen ist, 
das Insulin in krystallisierter Form darzustellen. Die Wichtigkeit 
des Gegenstandes bringt es mit sich, daB die Chemie dieses 
Hormons gegenwirtig in verschiedenen Laboratorien bearbeitet 
wird. Infolge der beschriankten Zahl der Angriffswege laBt es sich 
wohl nicht immer vermeiden, daB von mehreren Forschern manch- 





1) Proc. National Acad. of Sciences 12, Nr. 2,132(1926); Abel,Geiling, 
Rouiller, Bell u. Winterstein, Jl. of Pharmac. and Exper. Therap. 31, 
65 (1926). 
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mal an denselben Phasen des Insulinproblems gearbeitet wird, 
was aber sicherlich nur im Interesse der Sache liegt. In der 
vorliegenden Arbeit beschreiben wir einige Versuche, die einen 
Beitrag zur Chemie des Insulins liefern sollen. 


Experimenteller Teil. 


A. Insulin aus Schweinepankreas. 


In einer friitheren Mitteilung') wurde schon iiber Versuche 
berichtet, Insulin, zu dessen Herstellung ausschlieBlich Schweine- 
pankreas verwendet worden war, in krystallinischer Form zu er- 
halten. Nach vielen Bemiihungen wurde ein Produkt gewonnen, 
das zwar teilweise krystallinisch war, aber nur einen Schwefel- 
. gehalt von ungefihr 2,7°/, zeigte; krystallisiertes Rinderinsulin 
hat einen Schwefelgehalt von ungefahr 3,1°/,. Zu diesen Ver- 
suchen wurde ein Handelspriparat von KE. Lilly & Co. angewandt. 
In der angefiihrten Arbeit wurde auch schon darauf hingewiesen, 
daB selbst sehr hochwertige Handelspraiparate sich je nach ihrer 
Herkunft in bezug auf ihre Krystallisationsfihigkeit unter den 
Bedingungen des Krystallisationsverfahren von Abel und Mit- 
arbeitern”) sehr verschieden verhalten kénnen, was vermutlich 
auf Unterschiede in dem technischen Reinigungsverfahren zuriick- 
zufiihren ist. Da ein Praparat von E. R. Squibb und Sons’), 
das ausschlieBlich aus Rinderpankreas hergestellt wird, sich durch 
besonders gute Krystallisierbarkeit auszeichnet, haben wir ein 
Insulinpriparat, das fiir uns von dieser Firma ausschlieBlich aus 
Schweinepankreas, und zwar unter Anwendung des fir die Dar- 
stellung von Rinderinsulin benutzten Verfahren, bereitet wurde, 
untersucht. Aber auch mit diesem Priparate ist es uns leider, 
trotz vieler Bemiihungen und Variierungen der Krystallisations- 
bedingungen, bisher nicht gelungen, ein einheitliches krystallinisches 
Produkt zu erhalten. Wir haben sowohl die Methode von Abel und 
Mitarbeitern wie auch das kiirzlich von Harington und Scott’) 
veroffentlichte Verfahren angewandt. Der Wirkvngswert des Aus- 
gangspraparates (Schweineinsulin) wurde durch Vergleich mit 





1) Jensen, Wintersteiner u. Geiling, J. of Pharmac. and Exp. 
Therap. 36, 115 (1929). 

2) A. a. O. 

8) Wir sind der Firma E. R. Squibb and Sons, New Brunswick, N. J. 
fiir die Herstellung des Schweineinsulins zu Dank verpflichtet. 
*) Biochemical Jl. 25, 384 (1929). 
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krystallisiertem Insulin bestimmt, und ungefihr gleich dem 
letzteren gefunden, wie man aus folgender Tab. I ersehen kann. 





Tabelle I. 
os m Blutzucker os 
cs} ~ > 1 ; ee a Oe, ae eee" AeR oe eee a = 
Pie 1.2 Ge- 2 t4 | Anfang 1'/,Stdn.) 3Stdn. |5 Stdn. | = 3 
cn wicht S| 2 mg per) mg per | mg per | mg per| N < 
te 100eem | 100cem |100ccem |100cem ¥ 
Schweine- | 
insulin gelést ; | 24 | 1,95 haa 108 39 ~=6|~— 60 102 9 
in n/100-HC! | | 
Krystalli- | 
siertes Rinder- 1/ | 
saaldlisanieen 24° 71,95 | 4% | 107 | 43 | 64 106 il 
in n/100-HCl | 




















Bestimmung des Schwefelgehaltes dieses Priparates ergab 
einen Wert von 2,7°/, S. Es wurde versucht von diesem Priparat 
Fraktionen von héherem Schwefelgehalt und gréBerem Wirkungs- 
wert herzustellen. Wir erhofften eine Reinigung durch fraktionierte 
Fallungen bei verschiedenen p,, zu erzielen, da friihere Beob- 
achtungen an einem Priaparat von Squibb (Rinderinsulin) er- 
geben hatten, daB man durch fraktionierte Fallung bei p,,7 und 
Pyo.2 zu zwei Priiparaten gelangen kann, von denen das bei 
P;,9,2 ausfallende sich durch besonders gute Krystallisationsfihigkeit 
auszeichnet. Im Falle des Schweineinsulins ist es uns bisher 
nicht gelungen eine Fraktion zu erhalten, die einen héheren Ge- 
halt an Schwefel als 2,79/, hatte. Es sei hier erwihnt, daB der 
Schwefelgehalt des oben erwahnten Priparates von Rinderinsulin 
von Squibb (Ausgangsmaterial) ebenfalls 2,7°/, war, waihrend die 
bei p,, 5,2 ausfallende Fraktion einen Schwefelgehalt von 3°/, 
hatte. Da die Versuche der Fraktionierung des Schweineinsulins 
negativ verliefen, werden hier die Einzelheiten der verschiedenen, 
allgemein bekannten, Methoden, die von uns angewandt wurden, 
nicht angefiihrt. 

K. Freudenberg, W. Dirschel und H. Eyer’) fanden, da8 
durch Behandeln von Insulin mit n/10-Salzsiure im siedenden 
Wasserbad Produkte erhalten werden konnten, die einen héheren 
Schwefelgehalt hatten als die Ausgangspriparate. Wir haben 





1) Diese Z. 187, 109 (1930). 
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daher Schweineinsulin in 0,1 n-Salzsiure gelést und fiir eine Stunde 
im siedenden Wasserbade erhitzt, da dadurch eine Abtrennung 
der Begleitstoffe erhofft werden konnte. Der Schwefelgehalt dieses 
so erhaltenen Salzsiureinsulins wurde jedoch wiederum mit 2,7°/, 
gefunden. Der niedrige Schwefelgehalt von 2,7°/, und die ver- 
hailtnismaBig hohe Aktivitaét des Schweineinsulins, ungefihr gleich 
dem krystallisierten Rinderinsulin, S = 3,1°/,, scheinen nicht 
dafiir zu sprechen, daB eine Parallele besteht zwischen Wirksamkeit 
und Schwefelgehalt. Allerdings mu8B man beriicksichtigen, daB 
die iibliche Methode der Auswertung geringe Unterschiede in der 
Wirksamkeit schwer erkennen laBt. Es ist aber immerhin sehr 
wahrscheinlich, daB ein Teil des Schwefels des Insulinmolekiils 
von Bedeutung fiir die physiologische Wirkung dieses Hormons 
ist. Der niedrige Schwefelgehalt und die Krystallisationstrigheit 
des Schweineinsulins kann einmal dadurch bedingt sein, dab 
Verunreinigungen vorhanden sind, die sich chemisch sehr dhnlich 
verhalten wie Insulin, und mit diesem zusammen ausfallen, oder 
daB man es im Falle des Schweineinsulins mit einem von Rinder- 
insulin verschiedenen Eiweifkomplex zu tun hat. Wir sind vorder- 
hand geneigt der ersteren Erklarung den Vorzug zu geben. 


B. Einwirkung von 0,1n-Salzsdure auf krystallisiertes Rinderinsulin. 


In diesem Zusammenhang méchten wir auf einige Versuche 
zu sprechen kommen, die wir mit krystallinischem Rinderinsulin 
und 0,1 n-Salzsiure ausgefiihrt haben. Von anderen Forschern’) 
ist schon gezeigt worden, daB man Insulin fiir eine Stunde mit 
0,1 n-Salzsiure im siedenden Wasserbade erhitzen kann, ohne daf 
dadurch die Aktivitait des Insulins wesentlich verringert wird und 
daB man durch diese Behandlung aus Insulinpriparaten ver- 
schiedensten Reinheitsgrades Produkte von hoher Wirksamkeit 
erhalten kann. Wir waren interessiert, zu sehen, ob man das von 
krystallinischem Insulin erhaltene Endprodukt wieder in krystal- 
linische Form iiberfiihren kann. Krystallisiertes Insulin wurde 
daher in 0,1 n-Salzsiure gelést und wihrend einer Stunde im 
siedenden Wasserbade erhitzt. Das ausfallende Salzsiureinsulin 
wurde abzentrifugiert und dann in 0,01 n-Natronlauge gelést und 
sofort nach Lésung durch Zugabe von 1°/, Essigsaure isoelektrisch 





1) du Vigneaud, Geiling und Eddy, J. of Pharmoce. and Exp. Therap. 
33, 497 (1928); K. Freudenberg u. Mitarbeiter, Diese Z. 180, 223 (1929); 
187, 91 (1980). 
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géfillt. Die Wirksamkeit dieses Praparates fanden wir nur um 
ein weniges geringer als die des krystallisierten Insulins. Dieses 
Produkt konnte bisher nicht wieder in krystallinischer Form er- 
halten werden, auch scheint es sich unter den Bedingungen des 
Krystallisationsverfahrens etwas anders zu verhalten als das ur- 
spriingliche krystallinische Priparat. Es handelt sich hier also 
um einen Fall, in dem man von einem krystallisierten Insulin- 
priparate ausgehend, durch eine Reihe von einfachen Reaktionen 
zu einem Produkt gelangt, das immerhin von hoher Wirksamkeit 
ist, sich aber nicht ohne weiteres wieder krystallisieren liBt. 
Ks ist immerhin méglich, daB auch bei der Herstellung von ge- 
wissen Handelspriparaten dieselben an irgendeiner Stelle des 
Reinigungsprozesses mit verdiinnter Siure in der Warme behandelt 
werden, und daB die Schwierigkeiten in der Krystallisation dieser 
Priiparate auf diesen Umstand zuriickzufiihren sind. Um das unter. 
schiedliche Verhalten der verschiedenen Handelspriparate, selbst 
solcher von hohem Wirkungsgrade, in bezug auf ihre Krystallisations- 
fihigkeit zu erklaren darf man die Méglichkeit nicht ganz auBer 
acht lassen, daB das kompliziert gebaute Molekiil des Insulins 
unter dem Einflusse gewisser Reagenzien oder Reaktionsbedingungen 
wihrend der fabrikmaBigen Aufarbeitung der Extrakte Umlagerungen 
oder geringfiigige Anderungen seiner Struktur erleidet, welche 
spiiter die Ausbeute an der krystallisierbaren Form im giinstigen 
oder ungiinstigen Sinne beeinflussen mégen, ohne daB damit eine 
wesentliche EinbuBe an Gesamtaktivitiit verbunden zu sein braucht. 
Es erscheint uns nicht ausgeschlossen, daB das Insulin in der 
Pankreasdriise in wirksamerer Form als in den Krystallen vor- 
handen sein kann. Allerdings ist der einwandfreie Nachweis 
der Existenz einer solchen stirker aktiven Modifikation bisher 
noch nicht gefiihrt worden. 


C. Derivate des Insulins. 
1, Acetylinsulin. 


Friihere Versuche von Jensen und Geiling?) hatten ergeben, 
daB krystallinisches Insulin durch Essigsiureanhydrid bei 0° in 


ein Acetylinsulin verwandelt wird, dessen Aktivitaét ungefaihr +/, 


/ 
des Ausgangsmaterials ist. Durch Behandlung mit sehr verdiinnter 
Natronlauge wird Acetylinsulin in ein Praiparat zuriickverwandelt, 


das zwar aktiver ist als Acetylinsulin, aber bedeutend weniger 


1) J. of Pharmac, and Exp. Therap. 33, 511 (1928). 
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yvirksam als das Insulin, von dem ausgegangen wurde. Wir haben 
diese Versuche weiter ausgedehnt. Fiir die Deutung der Wirksam- 
keit des Acetylinsulins, die nach neueren Messungen ungefahr 
15—20°/, des krystallisierten Insulins entspricht, sind schon in 
der oben angefiihrten Arbeit 3 Méglichkeiten in Betracht ge- 
zogen worden, 

1. Unvollstiindige Acetylierung, so daB ein Teil des Insulins 
unverindert bleibt. 

2. Acetylinsulin wird im Tierkérper langsam hydrolysiert 
und in ein wirksames Produkt zuriickverwandelt. Es wird dann 
angenommen, da Acetylinsulin an sich unwirksam ist. 

3. Acetylinsulin selbst ist noch wirksam. 

Um die erste Méglichkeit auszuschalten, wurde Acetylinsulin 
weiter gereinigt. Es wurde in m/15 Dinatriumphosphat gelést 
wir erhielten immer klare Lésungen) und dann wieder durch 
Ansiuern mit 10°/, Essigsiure ausgefallt. Unverindertes Insulin 
bleibt unter diesen Bedingungen in Lésung. Es wurde gefunden, 
daB die Wirksamkeit dieses so gereinigten Acetylinsulins die gleiche 
ist wie die des urspriinglichen Derivates, wie man aus der Tab. II 
ersehen kann. 

Tabelle II. 








_¢ Menge ‘Blutzueker | 
5 2 ; RELATE 
Priiparate = a fo eal acs Anfang | 1'/, Stdn. 3 Stdn. 

a § vo | mg per | mg per | mg per 

N kg mg 100cem | 100cem 100 cem 
Acetylinsulin (1) 4 1,90 Alas 120 | 68 7h 
in m/15 Na,HPO, 8 1,96 ‘hho 110 | % | 82 

| 

Acetylinsulin (2) 4 2,01 ts 124 | 81 | 83 
in m/15 Na,HPO, 8 1,89 | 41 11 | 72 | 77 
Acetylinsulin (1) 8 1,73 _™ 111 | 65 | 1% 
in 0,01 n-NaOH | 
Acetylinsulin (2) 8 1,74 Yeo 104 | 6 | 1% 
in 0,01 n-NaOH | | 
Acetylinsulin (1) 4 1,77 20 117 | 65 | 87 
in 0,03 n-NaOH | | 
Acetylinsulin (2) 4 1,87 tle 114 | 69 | 81 
in 0,03 n-NaOH | | 














Priiparat (2): Umgefilltes Acetylinsulin 

Priparat (1): Roh-Acetylinsulin 

Die Priiparate wurden zur Verseifung ungefihr 15 Stunden bei 0° in Alkali 
stehen gelassen. 
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Zu den friiheren Versuchen iiber die Regenerierung des _ 
Acetylinsulins mit verdiinnter Natronlauge, — es ist fir das Er. © 
gebnis gleichgiltig ob 0,01- oder 0,03 n-Natronlauge angewandt _ 
wird, — méchten wir als Resultat neuerer Messungen nachtragen, _ 
daB die friher angegebene Wirksamkeit des Regenerats (50°/, des | 


urspriinglichen Insulins) zu hoch ist; wir finden jetzt ungefihr 


30—35°/, des krystallisierten Insulins. Es bleibt zu untersuchen, — 
worauf die mangelhafte Regenerierbarkeit des Acetylinsulins zuriick- 
zufiihren ist. Unsere angegebenen Werte fiir die Wirksamkeit des 


Acetylinsulins und dessen Regenerat sind etwas hoéher als die von 
Freudenberg und Mitarbeitern’) gefundenen. Ob dieser Unter- 
schied durch die verschiedenen Darstellungsmethoden, Acetylierung 
in Pyridin, bedingt ist, bleibt noch zu untersuchen. 

Unter den angewandten Versuchsbedingungen kénnen Amino-, 
Imino-, aliphatische und aromatische Hydroxylgruppen mit Essig- 
siureanhydrid reagieren. Um einen gewissen Einblick zu er- 
halten, haben wir untersucht, ob Acetylinsulin noch eine positive 
Ninhydrinreaktion gibt. Wir fanden, da8 Insulin beim Kochen mit 
einer 0,1°/,-Lésung des Reagens eine deutliche Blaufarbung gibt, 
wahrend Acetylinsulin eine absolut negative Reaktion zeigt. Die 
Reaktion mit dem Regenerat ist ebenfalls negativ. Es scheint 
also, daB die Aminogruppe (vielleicht auch mehrere), die im In- 
sulinmolekiil vorhanden ist, durch Essigsiureanhydrid angegriffen 
wird. Ob es diese besondere Gruppe ist, die fir die Wirksamkeit 
des Insulins von Bedeutung ist, oder eine andere, auf die ebenfalls 
Essigsiureanhydrid einwirken kann, bleibt noch weiter zu unter- 
suchen. DaB das Regenerat eine negative Reaktion zeigt, kann 
einmal seinen Grund darin haben, daB unter den Bedingungen 
der Hydrolyse das Amino-Acetyl nicht abgespalten wird und zum 
anderen, daB nicht nur Acetyl abgespalten wird, sondern dab 
ebenfalls die wirksame Gruppe in der einen oder anderen Richtung 
in Mitleidenschaft gezogen wird. Weitere Untersuchungen iiber 
diesen Gegenstand sind im Gange. 

Wir haben auch versucht, durch Abianderung der Versuchs- 
bedingungen bei der Acetylierung von Insulin zu einem Produkt 
zu gelangen, das weniger wirksam ist als jenes, das man bei 0° 
erhilt. Wir fanden, daB mit Steigerung der Temperatur, bei der 
die Acetylierung vorgenommen wird, die Wirksamkeit des Acetyl- 





1) Freudenberg u. Dirscherl, Diese Z. 175, 1 (1928); Freuden- 
berg, Dirscherl u. Eyer, Diese Z. 187, 95 (1930). 
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insulins geringer wird. Das bei ungefahr 20° erhaltene Produkt 
scheint weniger wirksam zu sein als das bei 0° erhaltene, wahrend 
das durch Erhitzen von Insulin mit Essigsiiureanhydrid im sieden- 
den Wasserbade fiir eine Stunde erhaltene Produkt fast unwirk- 
sam ist. Es ist uns bisher nicht gelungen, durch Behandlung des 
bei 100° erhaltenen Acetylderivates mit Alkali einen Teil der Wirk- 
samkeit zuriickzugewinnen. 


2. Behandlung von Insulin mit Benzaldehyd 
und Benzoylchlorid. 


In Verbindung mit den Acetylierungsversuchen versuchten 
wir auch, andere Derivate des Insulins darzustellen, um einen 
weiteren Kinblick in die Zusammensetzung des Molekiils zu ge- 
winnen. Beim Schiitteln von Insulin, das in 0,01 n-Natronlauge 
oder in m/15-Dinatriumphosphat gelést ist, mit Benzaldehyd fir 
1—2 Stunden erhilt man ein Produkt, wahrscheinlich eine Ben- 
zylidenverbindung, das unlislich in Sauren, aber léslich in 
Alkali ist. Es wurde festgestellt, daB dieses Produkt vollstindig 
unwirksam ist. Es ist uns vorlinfig nicht gelungen, weder durch 
Behandlung mit Alkali, noch durch Erwirmen mit 0,1 n-Salzsiure 
einen Teil der Wirksamkeit zuriickzuerhalten. Beim Erwirmen 
der Benzylidenverbindung mit einer 0,1°/,-Lésung von Ninhydrin 
wurde eine Blaufirbung erhalten, die einen Stich ins Rétliche 
hatte. Die Versuche der Regenerierung muBten zuniichst unter- 
brochen werden, da die schwankende Empfindlichkeit der Tiere 
unter dem EinfluB des warmen Sommerwetters eine genaue Aus- 
wertung der Priparate unméglich machte. 


Unsere Versuche, ein Benzoylderivat des Insulins darzustellen, 
haben bisher zu keinem einheitlichen Resultate gefiihrt. Im all- 
gemeinen wurden Produkte erhalten, die unléslich in Alkali und 
Siure und so gut wie unwirksam waren. Durch Behandlung mit 
Saure oder Alkali ist es uns bisher nicht gelungen, einen Teil der 
Wirksamkeit zuriickzuerhalten. Die Versuche muBten ebenfalls 
aus dem oben angefiihrten Grunde zuniichst unterbrochen werden. 
Unsere vorliufigen Befunde stimmen iiberein mit denen anderer 


Forscher. ') 





1) Dingemanse, Biochem. Z.163, 422 (1925); Scott, J. Biol. Chem. 65, 
601 (1925); Blatherwick u. Mitarbeiter, J. Biol. Chem. 72, 77 (1927). 
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D. Einwirkung von Alkali auf Insulin. 


In fritheren Arbeiten?) wurde schon darauf hingewiesen, dag 
unter der Einwirkung von schwachem Alkali auf Insulin nicht 
nur Schwefel, sondern auch eine diesem ungefahr iquivalente 
Menge Ammoniak abgespalten wird. Es bleibt zu untersuchen, 
ob es sich wirklich um Ammoniak oder ein anderes Amin handelt. 
Wir sprechen im folgenden der Kinfachheit halber von Ammoniak. 
Dieser Beobachtung wurde weiter nachgegangen, indem festgestellt 
wurde, bei welcher Alkalistirke Insulin beginnt, Ammoniak ab- 
zuspalten und bei welcher der maximale Effekt erreicht wird. 
Zugleich wurde untersucht, ob die Inaktivierung parallel verliuft 
mit der Abspaltung von Ammoniak. Insulin wurde zu diesem 
Zwecke mit Natronlauge verschiedener Starke bei 0° und bei 
Zimmertemperatur (ungefihr 21°) fiir 24 Stunden stehengelassen 
und die Wirksamkeit der so erhaltenen Praparate bestimmt. Zu 
gleicher Zeit wurde festgestellt, wann die Ammoniakabspaltung 
beginnt. Es wurde gefunden, da8 bei Zimmertemperatur eine 
feststellbare Abspaltung von Ammoniak und Inaktivierung bei 
einer Alkalistiirke von 0,03n einsetzt und der maximale Effekt 
bei einer Starke von 0,1 n-Natronlauge erreicht wird. Es ist nicht 
ausgeschlossen, daB schon geringere Alkalikonzentration als 0,03 n 
unter den angegebenen Bedingungen Inaktivierung und Abspaltung 
von Ammoniak bewirkt, doch konnte dies wegen der in Betracht 
kommenden sehr geringen Menge Ammoniak analytisch nicht 
mit wiinschenswerter Genauigkeit verfolgt werden. Wie man aus 
der Tab. III ersehen kann, sind die mit n/20-Alkali behan- 
delten Priiparate noch recht aktiv, wihrend die mit n/15-Alkali 
erhaltenen so gut wie inaktiv sind. Es wird also unter dem 
Kinflu8 von n/15-Natronlauge bei Zimmertemperatur (21°) die 
aktive Gruppe des Insulinmolekiils (es ist natiirlich fraglich, ob 
es sich um eine oder mehrere Gruppen handelt) zerstért und es 
bleibt zu untersuchen, welcher Teil des Insulinkomplexes durch 
Alkali in Mitleidenschaft gezogen wird. Wir fanden, daB mit 
der Inaktiviernng des Insulins auch eine Abspaltung von Am- 
moniak, das mit dem Nessler Reagens bestimmt wurde, parallel 
zu verlaufen scheint. Die bei 0° ausgefiihrten Versuche ergaben 
iihnliche Resultate, nur daB hier, wie zu erwarten, die Abspaltung 


') Jensen, Wintersteiner u. du Vigneaud, Journ. of Pharmac. 
and Exp. Therap. 32, 888 (1928); Wintersteiner, du Vigneaud und 
Jensen, Journ. of Pharmac. 32, 410 (1928). 
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Es ist somit das Ergebnis der Ein- 
wirkung von Alkali auf Insulin von der Temperatur abhingig. 


viel langsamer verliuft. 































| Freudenberg und Mitarbeiter’) haben ebenfalls die Kin- 
te wirkung von Alkali auf Insulin studiert und fanden, daB durch 
Kinwirkung von n/30-Natronlauge bei 34° sehr aktive Insulin- 
. praparate im Laufe, von 3 Stunden unter Abspaltung von Am- 
k moniak unwirksam werden. Unsere bei Zimmertemperatur (21°) 
] t erhaltenen Resultate veranlaBten uns, diesen Versuch von Freuden- 
| berg und Mitarbeitern zu wiederholen. Wir fanden, da kry- 
7 stallisiertes Insulin nach Behandlung mit n/30-Natronlauge fiir 
rt 3 Stunden bei 34° noch eine gewisse Wirksamkeit zeigte, wie man 
: aus der Tab. III ersehen kann. 
i Tabelle IIL. 
n Einwirkung von Alkali auf krystallisiertes Insulin. 
; a Ss Blutzucker 
2 Bis] LEI Ge. a ee 
> Bes] Tem [ye | icpt] Menge | Anfang | 11/,Stdn.| 3 Stdn, |~ ¢ 
2 | peratur | <4 = mg per | mg per | mg per |-q 
' NaOH Ni] kg 100 cem | 100 ecm | 100cem |“ - 
; 0/10 }20,5-21,59 17 | 1,99 |imgperTier] 111 105 102 _ 
n15 " 5 | 2,08 | 1/1 per kg 108 106 99 - 
- - 3 2,31 | */; per Tier 95 95 89 - 
~ 3 2,21 |1mg per Tier 104 90 98 - 
1/20 . 14 | 2,09] /, per kg j 105 66 87 _ 
2/30 - 3 1,86 | */,, per Tier 117 34 — 3 
. 8 | 2,02] 1/,, per kg 111 49 53 2 
n/30 34° 9 1,99 }1mg per Tier 100 33 45 4 
n/20 34° 7 1,91 |1mg per Tier 111 89 96 a 
n/10 34° 4 2,06 |1mg per Tier 104 101 104 — 


























Die bei 20,5—21,2° gewonnenen Priparate wurden ungefihr 24 Stunden 
in Alkali stehen gelassen, wihrend die bei 34° erhaltenen 3 Stunden bei dieser 
Temperatur erhitzt wurden. Auf 1 mg krystallisiertes Insulin wurde durch- 
schnittlich 1 ccm Alkali angewandt. 


Ks ist bekannt, daB Insulin unter dem EinfluB von Alkali 
Schwefel abspaltet und wir fanden ebenfalls bei unseren Ver- 
suchen, daB mit der Abspaltung von Ammoniak auch eine solche 
von Schwefel verliiuft. Das abgespaltene Ammoniak kann dem- 
selben labilen Komplex entstammen wie der Sulfidschwefel oder 
anderen Gruppen wie der alkaliempfindlich bekannten Guanidino- 
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Wir fanden, daB das durch Einwirkung von n/15- und n/10- 
Natronlauge erhaltene Produkt eine negative Ninhydrinreaktion 
gab. Ks ist also unter dem Einfiu®B von Alkali die im Insulin- 
molekiil vorhandene Gruppe, die fiir den positiven Ausfall der 
Ninhydrinreaktion verantwortlich ist, zerstért worden. Es handelt 
sich hier wohl um dieselbe Gruppe, die auch unter dem Kinflu8 
von Kssigsiiureanhydrid acetyliert wird. 

Frihere Versuche’') hatten das Vorhandensein von Arginin 
im Insulinmolekiil gezeigt und wir hielten es fir wiinschenswert 
zu sehen, ob unter dem EinfluB von Alkali in der von uns in 
den oben beschriebenen Versuchen angewandten Stiirke das Arginin 
im Insulinmolekiil angegriffen wird. Es scheint, daB dies nicht 
der Fall ist, wenigstens war der Ausfall der Sakaguchireaktion 
nach Behandlung mit Alkali scheinbar genau so stark wie vor der- 
selben. Da die Sakaguchireaktion sehr empfindlich ist, sind mehr 
Experimente erforderlich, bevor man etwas Definitives aussagen kann 


Zusammenfassung. 

Ks wurde versucht, ein hochwertiges Insulinpriparat aus 
Schweinepankreas (EK. R. Squibb and Sons) mittels der am Rinder- 
insulin erprobten Verfahren in krystallinische Form iiberzufihren. 
Es konnte bis jetzt kein einheitliches krystallinisches Produkt er- 
halten werden. Ebenso scheiterten alle Versuche, Schwefelgehalt 
(S=2,7°/,) und Aktivitat des Ausgangsmaterials durch Fraktionierung 
zu steigern. Ks sind verschiedene Erklirungen dafiir angegeben. 

Ks wurde gefunden, daf krystallisiertes Insulin, das mit 
0,1 n-Salzsiure behandelt worden ist, sich nicht wieder ohne 
weiteres in eine krystallinische Form iiberfiihren 1iBt. 

Ks wurden weitere Versuche mit Acetylinsulin ausgefihrt. 
Kin Teil des Acetyls ist wahrscheinlich an eine Aminogruppe 
gebunden. Die bei héheren Temperaturen acetylierten Produkte 
sind weniger wirksam als das bei 0° gewonnene Acetylinsulin. 

Es wurden Verbindungen des Insulins mit Benzaldehyd und mit 
Benzoylchlorid dargestellt. Beide erwiesen sich als unwirksam. 
Bisher konnte von der Wirksamkeit nichts zuriickgewonnen werden. 

Durch Einwirkung von verdiinntem Alkali wird auBer dem 
Sulfidschwefel auch Ammoniak oder ein Amin abgespalten unter 
gleichzeitiger Inaktivierung. Es scheint ein gewisser Zusammen- 
hang zwischen Ammoniakabspaltung und Verlust an Wirksamkeit 
zu bestehen. 

') Jensen, Wintersteiner und du Vigneaud, Journ. of Pharmac. 
and Exp. Therap. $2, 400 (1928). 
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Fig. 1. Mensch, CO,Hb, Koblenoxydhamoglobin Fig. 2. Mensch, O.Hb, Oxyhimoglobin. 







































































Fig. 3. Hammel, CO,Hb Kohlenoxydhamoglobin. Fig. 4. Hammel, O,1b, Oxyhdmoglobin. 


4,7 mm Schicht Hammelblutlésung entsprechen hier colorimetrisch der 5mm dicken Schicht 
der als colorimetrisch Standard dienenden Menschenblutlésung. 
(Vgl. dazu Bemerkungen im Text.) 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiologische Chemie. Band CXC. ‘Tafel IIL. 
Zu ,,F.R. Berg und W. Schwarzacher, 
Die Lage des Violettstreifens bei Oxy- und Kohlenoxydhimoglobin.“ 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 
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Fig. 2. Temperaturveranderung des Cytochroms, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. 





Bd. CXC. 


Zu ,,Hans v. Euler und Harry Hellstrom, Uber das Cytochrom 
und die katalatische Wirkung der Hefe“. 








Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin 
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Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 
F. Holtz und E. Schreiber; F. Hernler und E. Philippi; H. Fischer 


wud E. Jordan; L. Zechmeister und P. Tuzson; Josyt und M. 
Kuninski; J. Kapfhammer und C. Bischoff; M. Angermann und 
Frz. Bielschowsky; A. Butenandt (2); Rud. Enger u. Hellmut Steib; 
Rud. Enger und Fr. Halle; Jos. Kapfhammer; Rud. Enger; Wl. 
Gulewitsch; H. Kraut und E. K. Frey und E. Werle; H, Kylin; 
Z.Dische; S. Salaskin; A. M. Adowa und J. A.Smorodinzew; H. 
Wieland und F. Vocke; F. Vocke; G. Erhard und K. Oskar; R. J. 
Anderson und E. Chargaff (2); E. Chargaff und R. J. Anderson; 
M. Schenck und H. Kirchhof; M. Bergmann und Neal M. Carter; 
E. Gebauer-Fiilnegg; M. Behrens; H. Fischer, H. Helberger und 
G. Hummel; §. Balsashes und J. Kraus; Hozel King; C. J. King 
und I. H. Page; W. Corneli; Emil Epstein und K. Lorenz; H. Page 
und E. Schmidt; Fr. Breinl und Felix Haurowitz; K. Felix und 
A. Lang; W. Zimmermann; R. Schénheimer, H. v. Behring, R. 
Hummel und L. Schindel; R. Schénheimer (2); R. Schénheimer, 
H. v. Behring und R. Hummel; H.v. Behring und R. Schénheimer; 
R. Sch6nheimer und H. v. Behring; H. v. Behring; R. Schénheimer 
und R. Hummel; R. Schénheimer, H. v. Behring und R. Hummel; 
H. Ley und B. Arend; M. Weizmann, J. Yofe und B. Kirzon; Th. 
Gassmann; E. Klenk; H. J. Deuticke; Karl Zeile und H. Hellstriém; 
Tore Philipson. 





Fiir die haufiger zitierten Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen 


== Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 


Diese Z. 

logische Chemie. 
Amer. chem. J. == American chemical Journal. 
Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 


Arch: f. exper. Path. 
Ber. chem, Ges. 


== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

== Berichte iiber die gesamte Physiologie und 


Ber. Physiol. 

Experimentelle Pharmakologie. 
Biochem. Z. Biochemische Zeitschrift. 
Biochemie. J. == Biochemical Journal. 
Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 
Bull, Soe. chim. == Bulletin de la Société.chimique de France. 
Chem. Z. == Chemisches Zentralblatt. 


C. r. Acad. Sci. 
Helvet. chim. Acta 


== Comptes Rendus Hebdomaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 
== Helvetica Chimica Acta. 


J. of Biochem. == Journal of one ante 

J. of biol. Chem. == Journal of Biological Chemistry. 

J. of Physiol. == Journal of Physiology. 

J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

Mh. Chem == Monatshefte fiir Chemie. 

Naturw. == Die Naturwissenschaften. 

Pfliigers Arch. == Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

Z. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 

Z. physik. Chem. == Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 





Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 





 Soeben erschienen: 


Lehrbuch 
der organischen Chemie 


Von 


A. F. Holleman 


Neunzehnte, umgearbeitete und vermehrte Auflage 
von Friedrich Richter 


Mit 65 Figuren. GroB-Oktav. X, 536 Seiten. Geb. Rm. 20.— 


Fir die vorliegende 19. Auflage ist das in Fachkreisen allbekannte Holle- 
mansche Lehrbuch einer durchgreifenden Revision unterzogen worden. Zahl- 
reiche Kapitel sind erweitert und vollkommen neu bearbeitet, den Fortschritten 
der letzten Jahre ist iiberall Rechnung getragen. Umfang und allgemeiner 
Charakter des beliebten Lehrbuchs sind trotzdem unverdandert geblieben. 

Mit dieser Neubearbeitung kommen die groBen Vorziige der Hollemanschen 
»Organischen Chemie“ wieder in vollem Mafe zur Geltung. 


Lehrbuch 
der anorganischen Chemie 


Von 


A. F. Holleman 


Zwanzigste, verbesserte Auflage 
bearbeitet von Dr. E. fi. Biichner, 


Lektor ar: der Universitat Amsterdam 


GroB-Oktav. XIi, 491 Seiten. 1930. Geb. Rm. 20.— 


Die Hollemansche Anorganische Chemie hat in der vorliegenden neuen 
(20.) Auflage nicht nur Ergianzungen, sondern auch Umarbeitungen erfahren, 
wodurch die groBen Vorziige dieses Lehrwerkes wieder in vollem MaBe zur 


Geltuny kommen. 
Die ,,Zeitschrift fir angewandte Chemie“ schreibt: 


Die Reichhaltigkeit des in geschickter Auswahl gebotenen Lehrstoffes 
und die tibrigen didaktischen Vorziige des zuverlassigen Buches machen eine 


besondere Empfehlung unndtig. 


Walter de Gruyter & Co., Berlin W10, 


 Genthiner StraBe 38 
Metzger & Wittig, Leipzig. 








